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Les cellules folliculostellaires (FS) forment un réseau tridimensionnel dans
l’hypophyse antérieure. Ces cellules sécrètent et sont la cible de nombreuses
cytokines régulatrices des systèmes neuroendocrinien et immunitaire. Dans cette
étude, nous avons étudié l’effet des cytokines pro-inflammatoires iL-113 et TNFct
sur l’expression et la localisation de la protéine Cx43, une composante des
jonctions gap, dans les cellules TtT/GF, une lignée de cellules fS. Nous avons
utilisé un anticorps dirigé contre la forme non-phosphorylée (NP-Cx43) et un
anticorps dirigé contre la forme phosphorylée de la sérine 368 (P-Cx43) de la
Cx43. Nos résultats en immunofluorescence ont montré la localisation de la NP
Cx43 dans la région périnucléaire avec une certaine co-localisation avec l’appareil
de Golgi et une plus importante co-localisation avec les lysosomes. La P-Cx43 se
retrouve sur la membrane plasmique. L’exposition des cellules à l’IL-1f3 et au
TNFŒ augmente l’association de la NP-Cx43 aux lysosomes et à la membrane
plasmique et l’association de la P-Cx43 à la membrane plasmique. Ces résultats
furent confirmés par des expériences d’immunobuvardage sur des fractions
membranaires et cytosoliques. Des analyses en microscopie confocale démontrent
la co-localisation des deux formes de la Cx43 à la membrane plasmique et dans la
région périnucléaire pendant le traitement aux cytokines. De plus nous avons
démontré que dans les cellules TtT/Gf la Cx43 est dégradée par la voie des
lysosomes et par la voie des protéasomes en présence et en absence de cytokines.
Le TNF-a et l’1L-113 stimulent la communication intercellulaire des cellules
iv
TtT/GF. Enfin, nous avons trouvé une modulation de la NP-Cx43 et de la P-Cx43
dans des hypophyses antérieures de vison mâles durant le cycle annuel reproductif.
Ces résultats indiquent que les cytokines pro-inflammatoires modulent
l’expression et la localisation de la Cx43 dans les cellules F5 et ainsi elles
pouffaient moduler la communication intercellulaire de l’hypophyse antérieure.
MOTS CLÉS : cellules folliculostellaires, communication intercellulaire,
cytokines pro-inflammatoires, Cx43.
VSUMMÂRY
folliculostellate celis (FS) form a tridimensionnal network of functionally
interconnected ceils within the anterior pituitary. FS ceils secrete and are target of
a large number of cytokines capable of regulating the neuroendocrine and immune
systems. In this study, we have studied the effect of the pro-inflammatory
cytokines IL-1f3 and TNFŒ on the gap junction protein connexin 43 (Cx43)
expression and localization in TtT/GF ceils, a FS ceil une. Two different
antibodies against Cx43 were used anti-NP-Cx43 and anti-P-Cx43 that recognize
Cx43 that is flot phosphorylated and Cx43 that is phosphorylated on the serine 36$
respectively. Immunofluorescence studies showed that NP-Cx43 was mostly
intracellular, with some colocalization with the Golgi appartus and a larger co
localization with lysosomes. P-Cx43 was localized on the plasma membrane.
Western blot resuits carried out with membrane- and cytosol- enriched fractions
showed that treatment of the celis with IL-1 3 or TNFŒ increased NP-Cx43
association with the lysosomes and the plasma membrane, and increased the
association of P-Cx43 with the plasma membrane. Confocal microscopy analyses
showed that the two forms of Cx43 co-localize on the membrane and in the
perinuclear region. We found that Cx43 degradation involves the lysosome and
the proteasome pathways in TtT/GF celis either in the presence or in the absence
of cytokines. We observed that IL-13 and TNFŒ enhanced intercellular
communication in TtT/GF cultures. Finally, we found that NP-Cx43 and P-Cx43
levels were modulated in the rnink anterior pituitary during the annual
reproductive cycle. Our resuits show that pro-inflammatory cytokines modulate
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the expression and localization of Cx43, thus affecting intercellular
communication. The resuits suggest that ffiese cytokines modulate the
communication between FS and the surounding ceils during inflammation.
KEY WORDS: Folliculostellate ceils, celi communication, pro
inflammatory cytokines, Cx43.
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11. INTRODUCTION
1.1. L’HYPOPHYSE
Longtemps considérée conmie la glande endocrine maîtresse, l’hypophyse exerce un
rôle prépondérant au niveau de la sécrétion hormonale. Située à la base du cerveau,
l’hypophyse est en partie sous le contrôle de l’hypothalamus, une structure appartenant
au système nerveux central et relié à l’hypophyse par la tige pituitaîre. L’hypophyse
se divise en deux parties qui sont distinctes à la fois anatomiquement,
embiyologiquement et fonctionnellement (Schéma 1) (Men et Mahesh, 1977).
La neurohypophyse est formée du lobe postérieur (pars nervosa). Elle est en
fait le prolongement direct de l’hypothalamus. Très vascularisée, la neurohypophyse
provient d’un diverticule du plancher du cerveau intermédiaire et contient les
terminaisons axonales des neurones dont les corps cellulaires se situent dans les
noyaux suparoptique et paravenmculaire de l’hypothalamus. La neurohypophvse
H. Artory
Schéma 1 t Anatomie générale de l’hypophyse. (Tumbull, 1999 modifié)
2libère au besoin des neurohormones (l’ocytocine et l’hormone antidiurétique) via les
terminaisons axonales de lapars nervosa (Aflen et Mahesh, 1977).
L’adénohypophyse est formée d’un lobe antérieur (par distaÏis), d’un lobe
intermédiaire (par intermedïa) et d’une région associée à la tige hypophysaire (par
tuberalis). Elle tire son origine d’un diverticule du plafond du pharynx primitif qui,
durant la vie embryonnaire, va migrer et s’accoler au lobe postérieur pour perdre toute
connexion avec la bouche définitive. Le couplage entre l’hypothalamus et
l’hypophyse antérieure est assuré grâce à un réseau de capillaires. Ces capillaires se
forment dans l’éminence médiane puis se divisent en vaisseaux plus petits qui
descendent le long de la tige hypophysaire pour finalement former un autre système de
capillaires dans l’adénohypophyse. Ce système se nomme système porte. Ce réseau
permet l’irrigation du lobe antérieur et le drainage des hormones hypophysaires vers
les glandes endocrines périphériques (Schéma 1) (Mlen et Mahesh, 1977).
L’axe hypothalamo-hypophysaire assure la régulation de fonctions
physiologiques importantes. L’hypophyse, sous les commandes de l’hypothalamus et
de messages spécifiques, est capable d’interagir avec les glandes endocrines
secondaires ou d’autres cellules cibles. Par la suite, les glandes endocrines cibles
sécrètent des hormones qui agissent à leur tour sur des organes internes et modulent
ainsi les grandes fonctions physiologiques. Les hormones sécrétées par les glandes
secondaires peuvent également interagir sur l’hypothalamus et l’hypophyse en inhibant
la sécrétion de leurs hormones modulatrices.
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L’hypophyse antérieure est constituée de cellules endocrines (gonadotropes,
lactotropes, somatotropes, corticotropes et thyrotropes) et de cellules non endocrines
(cellules folliculostellaires). Les cellules gonadotropes sécrètent l’hormone
folliculosfimulante (FSH) et l’hormone lutéinisante (LIT). Les cellules lactotropes
sécrètent la prolactine (PRL). Les somatotropes sécrètent l’hormone de croissance
(GH) et les cellules corticotropes et thyrotropes sécrètent respectivement l’hormone
adréno-corticotrope (ACTH) et l’hormone de stimulation de la thyroïde (TSH) (Allen
et Mahesh, 1977).
L’activité sécrétrice des cellules endocrines de l’hypophyse antérieure peut être
influencée par divers facteurs. L’ activité peut être régulée par des signaux stimulateurs
ou inhibiteurs provenant de l’hypothalamus. Elle peut également être régulée de façon
endocrine par des boucles de rétro-action provenant des organes périphériques. De
plus, le contrôle de la sécrétion hormonale, de la division et la maturation des cellules
hypophysaires peut être influencé par la sécrétion de substances sécrétées à l’intérieur
de l’hypophyse antérieure (Benigni et col., 1996, Bemton et col., 1987, Karanffi et
McCann, 1991, Wang et col., 1996). L’hypophyse antérieure doit posséder un réseau
de conmiunication paracnne permettant l’homéostasie de la glande.
1.2. LES CELLULES FOLLICULOSTELLAIRES
Les cellules folliculostellaires (fS) ont été décrites pour la première fois en 1953 par
Rinehart et Farquhar (1953) comme étant des cellules de forme étoilée dépourvues de
vésicules de sécrétion représentant de 5 à 10% des cellules de l’hypophyse antérieure.
Ces cellules possèdent de longs prolongements cytoplasmiques reliant d’autres cellules
4étoilées de même que des cellules endocrines à l’intérieur de l’hypophyse antérieure
formant un réseau tridimensionnel. Deux aspects morphologiques de cellules fS ont
été décrits. Des cellules dites «folliculaires», qui se regroupent en follicule et qui
possèdent de longs prolongements cytoplasmiques (Rinehart et Farquhar, 1955) et des
cellules dites «stellaires» possédant aussi de longs prolongements mais ne formant pas
de follicule (Salazar, 1963).
Pendant de nombreuses années, la fonction et l’origine de ces cellules sont
restées nébuleuses. Puisque les cellules f5 ne possèdent pas de vésicules de sécrétion
contenant des hormones, elles ont longtemps été considérées comme étant des cellules
endocrines ayant perdu leur différentiation terminale ou encore des cellules souches de
l’hypophyse antérieure prêtes à se différencier au besoin (Allaerts et col., 1990). Des
études subséquentes ont prouvé que ces cellules étaient matures et différenciées, et
qu’elles pouvaient sécréter des molécules capables de moduler l’activité des cellules
endocrines. De plus, l’origine embryonnaire de ces cellules est controversée. Certains
chercheurs affirment que les cellules FS sont originaires d’un type cellulaire distinct
présent dans la poche de Rathke (Gon, 1987). Par contre l’expression chez les cellules
f5 des protéines S-100 et GFAP (glial fibnulary acidic protein) suggèrent plutôt une
origine neuroectodermique (Mlaerts et col., 1990).
1.2.1 Lesfonctions des cellules f$
Quant à la fonction des cellules f S, plusieurs hypothèses ont été suggérées par rapport
à leur morphologie et leur organisation. Certains ont proposé un rôle de soutien pour
expliquer l’organisation des cellules en follicule à l’intérieur de l’hypophyse antérieure
(moue et col., 1992). La présence de lysosomes dans le cytoplasme des cellules
suggère également une activité phagocytaire (Allaerts et col.. 1990. moue et col..
1992) permettant la dégradation des débris des cellules avoisinantes. Les cellules FS
sont aussi capables de produire et de sécréter un grand nombre de facteurs
métaboliques. Ces facteurs peuvent être responsables de la modulation de la sécrétion
hormonale des cellules endocrines hypophysaires et peuvent également jouer un rôle
prépondérant dans la réponse immunitaire de l’hypophyse antérieure (Lohrer et col.,
2000). Il devient de plus en plus évident que les cellules FS ont de multiples rôles à
jouer dans le fonctionnement de l’hypophyse antérieure.
1.2.2. Les cellules f$ et le système immunitaire
Plusieurs découvertes supportent l’hypothèse d’une activité phagocytaire des cellules
FS. Des recherches prouvent la présence de vésicules phagocytaires (Young et col.,
1965) et des lysosomes (Kagayama, 1965, Schechter et col., 1988) dans ces cellules.
Les cellules F$ jouent également un rôle important dans la réponse inflammatoire de
l’hypophyse antérieure. Les cellules fS sont les seules cellules de l’hypophyse
antérieure à synthétiser l’IL-6 (Vankelecom et col., 1989) une cytoltine impliquée dans
la réponse immunitaire. Cette cytokine est produite en réponse à certains facteurs
comme le «pituitary adenylate cyclase activating peptide » (PACAP) (Tatsuno et col.,
1991), le «vasoactive intestinal peptide» (VIP) (Spangelo et col., 1990) et des
cytokines pro-inflammatoires comme le TNFa et l’IL-1f3 (Kobayashi et col., 1997,
Spangelo et col., 1991). À l’inverse, les glucocorticoïdes inhibent la sécrétion dit-6
(Carmeliet et col., 1991) par les cellules fS. Le lipopolysaccharide bactérien (LPS) est
un activateur important du système immunitaire et permet la libération d’IL-l 3, de
6TNfŒ et d’IL-6 par les monocytes et les macrophages via le récepteur mCD14 en
réponse à l’infection. Le LP$ est aussi responsable de la stimulation directe de la
sécrétion d’IL-6 parles cellules FS via le récepteur mCD14 (Lohrer et col., 2000).
Les cellules FS possèdent aussi certaines similitudes avec des cellules du
système immunitaire. Des observations ont démontré une homologie fonctionnelle et
morphologique avec les cellules dendntiques (Allaerts et col., 1991). En effet, 10 à
20% des cellules fS expriment à leur surface le complexe majeur d’histocompatibilité
de classe I et II (Allaerts et col., 1996, Bodey et col., 1997) et ainsi ces cellules
pourraient être considérées comme des cellules présentatrices d’antigène. Les cellules
fS ne semblent pas se différencier à partir de macrophages faute d’avoir été en mesure
d’identifier la présence de certains marqueurs classiques de macrophages (HÀM56,
KP1 et HLA-DR) à la surface des cellules FS (Giometto et col., 1996). Elles sont par
contre capables d’éliminer les débris de cellules lactotropes par phagocytose lorsque
un grand nombre de cellules lactotropes meurent par apoptose à la fin de la période de
lactation (Aoki et col., 1997). Enfin, chez une patiente atteinte d’adénohypophysitie
lymphocytaire (AHL) associée à une destruction des cellules lactotropes, la présence
de cellules FS activées a été démontrée dans les sites de destruction des cellules
lactotropes (Horvath et col., 2001).
1.2.3. Les cellules f$ et la croissance cellulaire
Le VEGF est l’un des plus importants facteurs impliqué dans la croissance, le
développement et la fonction des cellules endothéliales (Gloddek et col., 1999). Le
VEGF participe activement à l’angiogenèse c’est-à-dire au développement de
7nouveaux vaisseaux sanguins par bourgeonnement des vaisseaux sanguins existants.
Les cellules FS sont les seules cellules de l’hypophyse antérieure à sécréter ce facteur.
Les cellules FS synthétisent aussi d’autres facteurs angiogéniques comme le «basic
fibroblast growth factor» (bFGF), le «leukemia inhibitory factor» (LIF) ainsi que l’IL
6 (Gloddek et col. 1999, Renner et col., 199$). Elles ont donc un rôle important à
jouer dans la vascularisation de l’hypophyse antérieure. Ce rôle explique également le
potentiel des cellules FS dans la croissance de tumeurs hypophysaires puisque ces
tumeurs sont souvent associées à ce type de cellule.
Toutes les cellules de l’hypophyse antérieure possèdent des récepteurs pour la
cytokine IL-6 (Renner et col.,199$). L’IL-6 joue un rôle dans la prolifération des
cellules hypophysaires. Mors qu’elle participe à la croissance des cellules FS et des
cellules tumorales (Renner et col, 199$), l’IL-6 inhibe la croissance des cellules
endocrines non tumorales (Arzt et col., 1993). Les cellules FS peuvent également
participer à la prolifération des cellules lactotropes induite par l’estradiol. Le facteur
TGF-3 (transforming growth factor) produit par les cellules lactotropes sous l’action
de l’estradiol est capté par les cellules FS qui relâchent à leur tour du bFGF qui est
responsable de l’action mitogénique sur les cellules lactotropes (Oomizu et col., 2004).
1.2.4. Les cellules FS et te contrôle de hi sécrétion hormonale
Les cellules FS produisent et sécrètent de nombreux facteurs et cytokines qui ont des
répercussions sur la sécrétion des cellules endocriniennes de l’hypophyse antérieure.
Les cellules FS produisent et sécrètent les facteurs LIF et IL-6 qui sont responsable
entre autre du contrôle de la sécrétion d’ACTH par les cellules corticotropes
$(Auemhammer et col., 1998). L’IL-6 stimule également la sécrétion de fSH, LH, GH
et de PRL (Spangelo et col., 1989). Les cellules fS stimulées par le facteur PACAP
sécrètent aussi la follistatine, un facteur inhibiteur de l’action de 1’ activin A et qui par
conséquent inhibe la production de FSH par les cellules gonatotropes (Katayama et
col., 2000). Sous l’action des glucocorticoïdes, les cellules F5 synthétisent et sécrètent
de l’annexin-l et provoquent ainsi l’inhibition de la sécrétion d’ACTH par les cellules
corticotropes (Chapman et col., 2002).
L’oxyde nitrique (NO) est un gaz reconnu pour être synthétisé par les cellules
endothéliales et causer la vasodilatation des vaisseaux sanguins. Plusieurs études ont
maintenant démontré que le NO exerce plusieurs rôles distincts dans l’organisme dont
celui de messager inter- et intracellulaire (Schwartz, 2000). Des recherches ont
identifié les cellules f5 et les gonadotropes comme étant les seules cellules de
l’hypophyse antérieure qui possèdent l’enzyme de synthèse de NO, la NO synthase.
La synthèse et la sécrétion de NO par les cellules f5 inhiberait la sécrétion de la LH
par les gonadotropes et de la PRL par les cellules lactotropes (Ceccatelli et col., 1993,
Duvilanski et col., 1995).
1.2.5. Le réseau des cellules fS et lesfondions gap
Les cellules F5 possèdent des prolongements cytoplasmiques qui forment avec les
autres cellules de l’hypophyse antérieure un réseau tridimentionnel à travers toute la
glande (Vila-Porcile, 1972). La découverte de jonctions gap (aussi nommées jonctions
lacunaires ou communicantes) entre les cellules f5 (Soji et col., 1997), entre les
cellules endocrines (fletcher et col., 1975), entre les cellules fS et les cellules
9gonadotropes (Yamamoto, 1993), et entre les cellules FS et les cellules lactotropes
(Wirnnger, 1984, Morand et col., 1996) ouvre une nouvelle perspective sur la
communication à l’intérieur de l’hypophyse antérieure. Les jonctions gap permettent
le transfert de métabolites et d’ions d’une cellule à l’autre. De plus, les cellules fS
sont excitables et donc capables de propager rapidement par ces jonctions des ondes
calciques induites ou spontanées de manière tridimensionnelle à travers le réseau qui
forme l’intérieur de l’hypophyse antérieure (fauquier, 2001). La communication à
travers les jonctions gap pourrait faciliter et moduler la coordination de la sécrétion des
cellules endocrines à l’intérieur de l’hypophyse antérieure (Fauquier et col., 2002).
13. LES JONCTIONS GAP
Les jonctions gap sont des jonctions intercellulaires qui permettent le passage de
molécules de poids moléculaire pouvant atteindre 1 kDa d’une cellule juxtaposée à
l’autre (Guilula et col., 1972). Ces molécules peuvent être de l’eau, des ions, des
sucres, des acides aminés, des nucléotides ou encore des seconds messagers comme
l’inositol triphosphate (1P3), le Ca2 et l’AMP (Morand et coI, 1996). L’ouverture des
jonctions gap dépend de certains stimuli comme des hormones et certains facteurs tels
l’augmentation de calcium libre intracellulaire, un changement cytoplasmique de pH
ou l’utilisation de plusieurs agents pharmacologiques. Il existe une multitude de types
de jonctions gap capables de coordonner des activités métaboliques en permettant à
certaines cellules de communiquer et d’interagir entre elles sous forme de réseau. Par
exemple les cellules musculaires cardiaques peuvent synchroniser leur contractions par
des excitations électriques transmises d’une cellule à l’autre par les jonctions gap. Les
jonctions gap sont également responsables de l’expulsion des sécrétions des bronches
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en coordonnant les battements unidirectionnels des cils de la trachée. La coordination
des contractions des muscles lisses de l’utérus durant l’accouchement est également
assurée par ces jonctions (Evans et Martin, 2002). Cependant, la fonction des
jonctions gap ne se limite maintenant plus à la communication intercellulaire puisque
ces jonctions peuvent intervenir dans la différenciation et la croissance cellulaire (Lo et
Wessels, 1998, Koffler et col., 2000).
1.3.1. L ‘assemblage et te désassembtage desjonctions gap
Les jonctions gap sont composées de protéines transmembranaires appelées
connexines (Cx) qui peuvent posséder différents poids moléculaires. Après la synthèse
des connexines dans le réticulum endoplasmique, ces dernières s’oligoménsent en
hexamère pour former des connexons. Dépendant du type de connexine, l’assemblage
en connexon peut se produire dans différentes régions spécialisées à travers la voie de
sécrétion. La connexine 26 (Cx26) s’oligomérise majoritairement en connexon à la
sortie du réticulum endoplasmique pour ensuite effectuer une transiocation directe à la
membrane plasmique sans passer par l’appareil de Golgi (Evans et col.,1999).
D’autres connexines s’oligomérisent dans une région spécialisée du réticulum
endoplasmique, appelée ERGIC (endoplasmic-reticulum-Golgi-intennediate
compartiment) (Falk, 2000). En revanche l’assemblage en connexon de la connexine
43 (Cx43) s’effectuerait dans le réseau transgolgien (Sarma et col., 2002). Après la
migration des connexines dans la voie de sécrétion, les connexons de Cx43 sont
emmagasinés dans le réseau transgolgien puis transportés à la membrane plasmique
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Schéma 2 : Biosynthèse et dégradation des jonctions gap. (Falk, 2000)
Après leur assemblage et leur arrivée à la membrane, tous les connexons
migrent dans la membrane plasmique pour s’agglomérer en plaque. Lajonction gap est
formée de l’assemblage de deux connexons provenant de deux cellules juxtaposées
(Schéma 2). Des interactions hydrophobes entre les deux connexons assurent une
étanchéité complète entre le canal et l’espace extracellulaire. L’interaction entre les
connexons de deux cellules juxtaposées est si grande que la dégradation de ces
jonctions implique une intemalisation des deux membranes plasmiques avec un
minimum de perte de cytoplasme. La dégradation des jonctions gap implique à la fois
les lysosomes et la voie de dégradation des protéasomes (falk, 2000) (Shéma 2). La
demi-vie d’une jonction gap est très rapide et peut durer entre 1.5 et 5 heures (Falk,
2000, Musil 2000).
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1.3.2. Lesfondions gap et la d!fférenciation et la croissance cellulaire
Les jonctions gap interviennent non seulement dans la communication intercellulaire
mais également dans la différenciation et la croissance cellulaire (Lo et Wessels, 199$,
Koffler et col., 2000). Certaines connexines sont indispensables au développement
embryonnaire alors que d’autres sont impliquées dans la croissance cellulaire chez
l’adulte. Chez la souris, la connexine 45 (Cx45) est exprimée durant le stade
embryonnaire et jusqu’à deux semaines après la naissance et cette expression est
nécessaire au développement du système nerveux central (Maxeiner et col., 2003). De
nombreuses lésions tissulaires sont causées par des mutations des connexines qui
peuvent provoquer de graves problèmes de développement. Des mutations du gène
encodant la connexine 32 (Cx32) provoque une maladie neuromusculaire héréditaire
appelée Charcot-Marie-Tooth (Willecke et col., 1999). Cette Cx32 non fonctionnelle
provoque une démyélinisation des cellules de Schwann. Des mutations poncmelles de
la Cx43 peuvent occasionner de sévères malformations cardiaques chez certains
enfants atteints du syndrome d’Ivermark (Bntz-Cunningham et col., 1995). Dans le
cristallin, une absence de connexine 46 (Cx46) produit des cataractes sévères alors
qu’une absence de connexine 50 (Cx50) induit une cataracte mineure et une
diminution de la croissance cellulaire du cristallin (Martinez-Wiffinghan et col., 2003).
Certaines mutations dans le gène de la Cx26 sont responsables d’une surdité
neurosensonelle isolée de transmission autosomique récessive (Mese et col., 2004).
La régulation de la croissance cellulaire est une fonction de la connexine qui est
indépendante de sa capacité à former une jonction gap (Moorby et Patel, 2001).
Plusieurs chercheurs ont remarqué qu’une diminution de la communication
13
intercellulaire entraînait une augmentation de la croissance cellulaire in vitro et la
formation de tumeur in vivo. La présence de facteurs de croissance tels l’EGF
(epithelial growth factor) et le PDGF (platelet-denved growth factor) ou de promoteurs
de tumeur conmie le 12-O-tétradecanoylphorbol 13-acétate (TPA) diminuent la
communication cellulaire entre des cellules de mammifères (Maldonado et col., 1988,
Lampe, 1994). Dans plusieurs types de cellules cancéreuses, on observe une
diminution de la communication intercellulaire en comparaison avec les cellules
normales suggérant ainsi un rôle dans la suppression de tumeur (Zhang et col., 2004,
Temme et col., 1997). Dans les cellules tumorales ayant conservé leur capacité à
communiquer entre elles, la communication entre les cellules cancéreuses et les
cellules normales voisines est fortement perturbée. Dans ce cas, la suppression de la
communication entre les cellules tumorales par l’intervention de connexines mutées,
dominants négatifs, favorise la prolifération des cellules cancéreuses suggérant à
nouveau un rôle des connexines dans le contrôle de la croissance des cellules
tumorales (Krutovskikh et col., 1998).
Le mécanisme d’inhibition de la croissance cellulaire par des connexines n’est
pas connu. La transfection de gènes de certaines connexines comme la Cx43 et la
Cx26 provoque la suppression de la prolifération cellulaire de cellules tumorales
(Zhang et col., 1998, Mesnil et col., 1995). La protéine CCN3 est une protéine soluble
reconnue pour ses propriétés anti-prolïfératives. Une transfection de la Cx43 chez des
cellules C6 entraîne une colocalisation de CCN3 avec les plaques de jonctions gap à la
membrane cellulaire (Fu et col., 2004). Le gène de la Cx43 peut aussi interagir dans le
cycle cellulaire et inhiber la croissance cellulaire de plusieurs lignées cellulaires
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tumorales en provoquant la dégradation de la protéine Skp2 responsable de
l’ubiquitination de l’inhibiteur protéique p27 (Zhang et coI., 2003).
1.3.3. Lesjonctions gap et la signalisation intercettulaire
Les jonctions gap permettent la propagation d’un signal d’une cellule excitable à
l’autre comme c’est le cas pour les cellules cardiaques. Chez les cellules non
excitables, les jonctions gap sont capables de transférer des messagers comme
l’AMPc, l’ATP et l’1P3. L’utilisation de marqueurs de calcium fluorescent a permis
d’attribuer aux jonctions gap un rôle plus direct dans la signalisation cellulaire. Les
jonctions gap sont capables de propager d’une cellule à l’autre le messager
intracellulaire 1P3 qui lui-même induit la libération du Ca2 des saccules du réticulum
endoplasmique. Cette élévation de la concentration intracellulaire de calcium se
nonmie la vague calcique. Cette vague se propage de manière concentrique d’une
cellule à l’autre par les jonctions gap et permet donc à des cellules comme les neurones
de recevoir et d’intégrer des informations provenant de cellules voisines qu’elle soit du
même type cellulaire ou non. Un second mécanisme impliquant I’ATP permet la
propagation d’une vague calcique entre des cellules séparées par une zone dépourvue
de cellules. La libération de l’ATP dans l’espace extracellulaire se fait toutefois non
par les jonctions gap mais par des connexons ou hémicanaux (Vandamme et col.,
2004).
1.4. HÉMICANAUX
Les connexons ou «hémicanaux» (HCs) sont formés d’un hexamère de connexines.
Après la synthèse et la migration des cormexons à travers la voie de sécrétion, ces
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derniers se dirigent jusqu’à la membrane plasmique de manière aléatoire. Les
connexons présents sur la membrane plasmique sont généralement fermés et leur
ouverture se produit de manière ligand-dépendante lorsque deux connexons de chaque
cellule entrent en contact (Bennett et col., 2003).
Les HCs ont longtemps été considérés comme étant seulement des précurseurs
de jonctions gap. Plusieurs chercheurs ont fait la découverte d’un nombre important
de connexons libres sur la membrane plasmique. Un nombre croissant d’études
démontre que les connexons peuvent avoir une fonction physiologique propre et
posséder des propriétés différentes des jonctions intracellulaires. Une des
particularités d’un connexon est que lorsque celui-ci est ouvert, il possède une
conductibilité et une perméabilité sélective environ deux fois plus élevée que lorsqu’il
forme une jonction (Bennett et col., 2003). Aussi, contrairement aux jonctions gap, les
HCs sont en contact direct avec le milieu extracellulaire.
1.4.1. Ouverture des hémicanaux
Les HCs peuvent s’ouvrir dans des conditions d’inhibition métabolique, par
application d’un potentiel positif membranaire ou encore lorsque le milieu
extracellulaire est pauvre en Ca2 ($aez et col., 2003). Des traitements à la quinine ou
quinidine permettent également l’ouverture du connexon alors qu’un milieu
extracellulaire concentré en Ca2, un bas pH intracellulaire et l’utilisation de certains
ions tels le Co2, le Ni2, le Mg2, le La3 et le Gd3 participent à la fermeture des
connexons. Plusieurs agents bloquants les jonctions gap peuvent être utilisés pour
induire la fermeture des HCs comme l’octanol, l’heptanol, le carbenoxolone,
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( l’oleamide, l’halothane, l’acide 1 $-u-glycyrrhétinique et I’ acide 1 8--g1ycyrrhetinique
(Saez et col., 2003).
Il est également possible de contrôler l’ouverture des connexons par
phosphoiylation des connexines par différentes protéines kinases. La phosphorylation
de la Cx43 par la MAP kinase diminue l’ouverture des HCs de même que la
phosphorylation de la Cx46 par la PKC et la caséine kinase 1 ($aez, 2003). La Ser36$
de la Cx43 est également la cible de la PKC et serait également responsable de la
conductivité des connexons (Bao et col., 2004).
1.4.2. Les rôles des hémwanaux
Le rôle des HCs commence à être exploré principalement au niveau du système
nerveux central. Les astrocytes jouent un rôle important dans la réduction de la
concentration de glutamate extracellulaire afin d’assurer un environnement adéquat
pour la transmission synaptique. Une concentration élevée de glutamate entraîne une
sur-excitation nocive pour les cellules neuronales (Ye et col., 2003). En condition
pathologique (ischémie) on observe une déphosphorylation de la Cx43 des astrocytes
et une diminution du couplage des connexons (Contreras et col., 2002). Lorsque ces
cellules sont incubées dans un milieu dépourvu en calcium (niveau pathologique), on
observe une nette libération de glutamate via les HCs et une réduction simultanée de la
captation de glutamate par les astrocytes in vitro et in situ (Ye et col., 2003). Dans des
conditions physiologiques, une petite proportion de HCs demeure ouverte lorsque la
concentration extracellulaire de Ca2 ([Ca2J0) fluctue (Li et col., 1996). Les HCs
pourraient donc influencer l’homéostasie neuronale (Ye et col., 2003, Contreras et col.,
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2002). Dans plusieurs types cellulaires une fluctuation de la [Ca2Ï0 occasionne un
changement dans le volume cellulaire via les HCs. Ce phénomène est en étroite
relation avec la croissance et le métabolisme cellulaire (Quist et col., 2000).
Dans les astrocytes. il existe de nombreux récepteurs aux neurotransmetteurs
capables d’initier la propagation du calcium. L’élévation intracellulaire de calcium est
un événement élémentaire participant à différents processus cellulaires. Les jonctions
gap permettent à des messagers comme 1’1P3 de diffuser d’une cellule à l’autre afin de
propager le signal calcique aux cellules voisines. Lorsque les cellules ne sont pas en
contact, l’ATP relâché par les astrocytes peut initier à distance la vague calcique.
L’utilisation d’anticorps capables de lier la partie extracellulaire de la connexine
confirme la présence de connexons à la surface des astrocytes (Hofer et Dermietzel,
199$). De plus, une augmentation de l’expression de la connexine occasionne une
augmentation de l’activation des récepteurs purinergiques par l’ATP (Cotnna et col.,
2000). Les HCs peuvent alors, dans certaines conditions physiologiques, jouer un rôle
dans la signalisation cellulaire en permettant la relâche d’ATP qui, de façon paracrine,
active les récepteurs purinergiques de cellules avoisinantes (Braet et col., 2003,
Hassinger et col., 1996, Stout et col., 2002).
Les HCs peuvent également intervenir dans l’élévation intracellulaire de Ca2
en assurant le passage de NAD dans l’espace extracellulaire. Ce passage à travers la
membrane est nécessaire pour permettre à cette molécule d’atteindre l’ectoenzyme
CD38 cyclase. Cette enzyme peut alors convertir le NAD en ADP ribose cyclique
(cADPR) qui, après diffusion de façon paracrine ou autocrine. sera responsable de la
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libération de calcium intracellulaire. Cette mobilisation de Ca2 est responsable entre
autre de la libération de glutamate par les astrocytes (Bennett et col, 2003).
1.5. LES CONNEXINES
Les connexines proviennent d’une famille multigénique. Deux nomenclatures peuvent
être utilisées pour classer les connexines. Ces protéines sont généralement nommées
selon leur poids moléculaire (la connexine 43 possède un poids moléculaire de 43
kDa) mais elles peuvent également être groupées selon la similarité de leur séquence
en acide aminés et la longueur de leur segment c-terminal (familles Œ, f3 et ‘y) (Tableau
I).
TABLEAU I NOMENCLATURE DES CO1.NEX1NES.
Nomenclature selon la Masse moléculaire Exemple d’expressionNomenclature grecque
masse moleculaire (kDa) dans les organes
(Xi Cx43 43 Coeur
Cx38 37.8 Embryon
Cx46 46 Cristallin







13’ Cx32 32 foie




f36 Cx30.4 30.4 Peau
Puisque la plupart des types cellulaires expriment plus d’un isoforme de
connexine, cette similarité rend possible la formation de connexons homoménques
(connexons formés d’un type de connexine) et hétéroménques (connexons formés de
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plus d’un type de connexine). Cette similarité rend également possible la formation de
jonctions gap homotypiques (jonctions formées d’un seul type de connexine) et
hétérotypiques (lorsque deux connexons formés chacun de différentes connexines
forment une jonction) (Kumar, 1999, Weber et col., 2004). L’oligomérisation de
différents types de connexines n’est possible que si la similarité de leur séquence en
acide aminés le permet. Par exemple, la Cx43 (a1) est capable de s’associer avec la
Cx45 (Œ6) pour former un connexon mais est incapable de former de connexon avec la
Cx26 (P2) (Gemel et col., 2004). La formation de jonctions à partir de plus d’un type
de connexine démontre une diversité dans la perméabilité, la conductance et le mode
de régulation des jonctions gap (Marfinez et col., 2002, Weber et col., 2004).
Il existe un grand nombre de types de connexines réparties dans plusieurs tissus
de l’organisme (Tableau D. Chaque jonction est sélective à certaines charges et
certaines tailles de molécules. Cette sélectivité assure un fonctionnement adéquat des
organes qui les contiennent. La Cx43, la Cx40, la Cx45 et la Cx37 sont toutes les
quatre exprimées dans le coeur mais leur patron d’expression distinct assure la
régulation de la vitesse de conduction dans différentes régions du coeur (Davis et col.,
1996). Les connexines jouent également un rôle important dans la cicatrisation de la
peau. L’utilisation de modèles de culture ex vivo de peau humaine et porcine, a permis
d’observer pendant la cicatrisation une régulation négative de la Cx43 dans les
kérannocytes afin de permettre à ces cellules de migrer vers le site de la blessure. Ce
phénomène est suivi d’une régulation positive de la Cx26 et la Cx30 aux sites de
régénération de l’épiderme (Bradner et col., 2004).
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1.5.1. Structure moléculaire des connexines
Les connexines sont formées de quatre domaines trans-membranaires reliés par des
ponts disulfiire, d’un segment N- et C- terminal cytosoliques, de deux boucles
extracellulaires et d’une boucle intracellulaire (Schéma 3). La plupart des connexines
conservent une homologie de leurs domaines et présentent des caractéristiques
semblables.
Schéma 3 : Représentation de la structure moléculaire de la connexine. La connexine
est formée de quatre domaines trans-membranaires (TM 1-4), de deux boucles
extracellulaires (EL 1-2) reliés par des ponts disulfures, d’une boucle intracellulaire
(IL), d’un segment N-terminal (NH2) et C-terminal (COOH) cytosoliques. (Martm,
2004)
Le segment N-terminal contient un site de liaison à la calmoduline nécessaire à
l’oligoménsation des connexines (Martin et Evans, 2004). Les domaines trans
membranaires permettent l’ancrage de la connexine à la membrane et contiennent des
sites de régulation d’assemblage et de migration vers la membrane plasmique. Les




jouent un rôle important dans la reconnaissance et l’assemblage des connexons en
jonction et dans leur migration à travers la voie de sécrétion. Les divergences entre
les différentes connexines se présentent plutôt au niveau de la boucle intracellulaire et
de la portion C-terminale cytosolique des molécules de connexine.
1.5.2. Modificationsposi-traductionnelles des connexines
La plupart des connexines subissent très tôt dans leur migration à travers la voie de
sécrétion des modifications post-traductionnelles telles la phosphorylation. Les
protéines kinases peuvent intervenir à différents stades du cycle de vie de la connexine.
Ces phosphorylalions peuvent déterminer 1’ assemblage/désassemblage des connexines,
l’interaction avec d’autres protéines, la dégradation et la conductivité des jonctions
(Lampe et Lau, 2004). L’oligomérisation des connexines en connexons semble une
étape nécessaire pour atteindre la membrane plasmique. Par contre, la phosphorylation
des connexines n’est pas requise pour leur migration vers la membrane plasmique
puisque la Cx26, qui ne contient aucun site de phosphorylation, peut atteindre la
membrane sans nécessairement passer par le Golgi (Martin et Evans, 2004). Aucune
connexine glycosylée n’a été identifiée jusqu’à cejour. La présence de ponts disulfiire
dans la portion extracellulaire du connexon assure son interaction avec le connexon
d’une cellule adjacente (Martin et Evans, 2004).
1.5.3. La oennexine 43
La Cx43 est la plus répandue des connexines. Elle est présente dans plusieurs organes
et tissus comme le système nerveux central, le coeur et le testicule. Comme toutes les
connexines. la Cx43 possède 4 domaines trans-membranaires ainsi qu’un segment N-
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et C- terminal cytosoliques. Dans la Cx43, le segment C-terminal contient un site de
liaison avec la -tubuline facilitant sa migration à travers la voie de sécrétion. Il existe
également un site de liaison avec la protéine de jonction ZO-1 (zonula occludens-1).
La ZO-1 agirait possiblement comme recruteur de protéines régulatrices et permettrait
une liaison de la Cx43 avec l’actine du cytosquelette (Martin et Evans, 2004).
1.5.4. Laphosphorylation de ta Cx43
Lorsque l’on observe la migration de la Cx43 sur un gel de polyacrylamide (SDS
PAGE), la Cx43 présente plusieurs bandes représentant des molécules de Cx43 avec
des mobilités électrophorétiques différentes. La bande dont la migration est la plus
rapide correspond à la forme non phosphorylée (NP) de la Cx43. Deux autres bandes
dont la migration est plus lente correspondent aux formes mono- et di- phosphoiylées
(1P et 2P) (Lampe et Lau, 2004). Ces deux isoformes migrent à la même vitesse que
la NP lorsqu’elles sont soumises à la digestion à la phosphatase alcaline. Ces résultats
suggèrent que la phosphoiylation est la première modification covalente détectée par
SD$-PAGE.
Il existe de multiples sites de phosphoiylation dans la Cx43. En général, les
phosphoiylations impliquent des sérines mais il existe également des sites de
phosphorylation sur des tyrosines. Un nombre croissant de facteurs tels des facteurs de
croissance, des promoteurs de tumeur, des protéines kinases oncogènes et des
médiateurs de l’inflammation participent à la régulation de la communication
intercellulaire par phosphoiylation de la région C-tenninale de la Cx43 (Wam-Cramer
et Lau, 2004).
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De nombreuses études démontrent l’impact de la phosphoiylation de la Cx43
dans la communication intercellulaire. Des cellules synthétisant la Cx43 mais
n’exprimant pas de protéines d’adhésion présentent une absence de la forme 2P et sont
incapables de communiquer par des jonctions gap. L’expression exogène de la
protéine L-CAM permet dans ces cellules la phosphorylation de la Cx43 (2P) et la
conversion en cellules compétentes pour la communication intercellulaire (Musil et
col., 1990).
Des variations dans la communication intercellulaire surviennent à différents
stades du cycle cellulaire. Pour plusieurs types cellulaires, la phosphoiylation de la
Cx43 sur la Ser36$ par la PKC occasionne une diminution de la communication
intercellulaire durant les phases S et G2/M du cycle cellulaire (Solan et col., 2003).
Dans les cellules ovariennes de la granuleuse, une élévation de la concentration
intracellulaire d’AMPc induite par la LH occasionne une augmentation de la
phosphorylation de la Cx43 par la PKA et possiblement la PKC. Cette
phosphorylation induit une diminution de la communication intercellulaire en
réduisant le nombre de jonctions à la membrane plasmique (Granot et Dekel, 1994).
L’absence de connexines est souvent à l’origine des tumeurs. Dans les tumeurs
induites par des activateurs de la PKC on observe une augmentation de la
phosphorylation de la Cx43 et une diminution de la conunurncation entre les cellules
(Lampe et Lan, 2004).
La phosphoiylation peut également intervenir dans la stabilité de la Cx43.
Dans des cellules épithéliales du cristallin, la phosphoiyiation déstabilise la Cx43 et
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diminue sa demi-vie par dégradation via le protéasome (Warn-Cramer et Lau, 2004).
La PKC est recoimue pour phosphoryler la Ser368 et la Ser372 in vitro et
majoritairement la 5er368 in vivo (Lampe et Lau, 2000, Lampe et col., 2000). Dans
des cellules stimulées par l’agent promoteur de tumeur TPA, un stimulateur de la PKC,
on observe une diminution de la conductance des jonctions et une augmentation du
taux de dégradation de la Cx43 (Lampe et Lau, 2000). À l’inverse, l’utilisation
d’inhibiteurs de protéasome prolonge la demie-vie de la Cx43 (Laing et col., 1997). Il
est donc possible de moduler la communication intercellulaire en contrôlant la
dégradation de la connexine.
1.6. LES CYTOKINES PRO-INFLAMMATOIRES
Les cytokines correspondent à une famille de molécules polypeptidiques solubles de
faible masse moléculaire. Elles sont produites par de nombreuses cellules en réponse à
une infection, une lésion ou une inflammation et peuvent agir sur de très nombreuses
cellules cibles. La majorité des cytokines ont une durée de vie très brève et agissent
essentiellement localement de manière paracrine ou autocnne mais il existe aussi des
cytokines capables d’agir à distance selon un mode endocrine. On compte plusieurs
classes de cytokines 1) les interleukines; 2) les interférons; 3) les chemokines; 4) les
facteurs de croissance hematopoïéflques et 5) les «tumors necrosis factors». De
nombreuses cytokines démontrent une redondance dans leur activité biologique et leur
action s’exerce via des réactions en chaîne qui entraînent une amplification du signal.
Les cytokines pro-inflammatoires tels l’IL-1 et le TNFŒ sont exprimées
essentiellement par les cellules du système immunitaire en réponse à une lésion ou à
une infection afin d’induire une réponse inflammatoire. De nombreuses lésions
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tissulaires chroniques telles que la maladie de Crohn, l’ostéoporose, la polyarthrite
rhumatoïde et certaines maladies neuro-dégénératives (Tomita et col., 2001, Reimold,
2002) sont causées par une réponse inflammatoire excessive, déclenchée par la
surexpression de cytokines pro-inflammatoires.
Il est maintenant reconnu que le système neuroendocnnien et le système
immunitaire sont en étroite relation. Les récepteurs à cytokines sont largement
exprimés dans l’hypophyse antérieure (Benigrn et col., 1996, Cuningham et col., 1992,
Wang et col., 1996) et la presque totalité des cytokines pro-inflammatoires induisent
une stimulation de l’axe hypothalamo-adénohypophysaire (Kariagina et col., 2004).
La lignée cellulaire folliculostellaire TtT/GF exprime à la membrane plasmique le
récepteur TNFR1 et l’exposition de ces cellules au TNFa occasionne la libération
d’IL-6 (Kobayashi H et col., 1997). L’induction des cellules f5 à l’IL-1 permet
également la sécrétion d’IL-6 et de follistatine (Bilezikjian et col., 2003). Les
cvtokines IL-1 et TNFŒ sont exprimées dans l’hypophyse antérieure et jouent un rôle
non seulement dans la réponse immunitaire mais également dans la régulation du
développement, de la prolifération cellulaire et du contrôle de la sécrétion hormonale
de cette glande.
1.6.1. Signalisation de la réponse inflammatoire
L’IL-l(3 et le TNfŒ sont des activateurs importants du facteur de transcription NfKB
durant la réponse inflammatoire. NFKB est un facteur nucléaire formé des deux sous-
unités: p50 et p65. Sous sa forme inactive, NFiB s’accumule dans le cytoplasme et
est lié à la protéine inhibitrice 1KB. L’activation de la voie de signalisation produit la
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phosphoiylation de l’inhibiteur kB et provoque ensuite sa séparation avec NficB, son
ubiquitination et sa dégradation par la voie des protéasomes. La libération et
l’activation de NFicB sont suivies de sa transiocation au noyau et de la transcription de
gènes impliqués dans le processus d’inflammation et de la survie cellulaire (Schéma
4).
La cytokine TNFŒ est une molécule homotnmérique qui peut s’associer à deux
différents récepteurs: TNFR1 et TNFR2. TNFR2 contient un motif d’interaction avec
les protéines TRAFs (TNF receptor-associated factors) sur sa queue cytoplasmique.
L’activation de TNFR2 permet le recrutement de protéines de la famille des TRAFs et
active plusieurs voies de signalisation dont celle de NFiB. TNFR1 est un récepteur
contenant un domaine de mort (death domain) sur sa queue cytoplasmique.
L’activation de TNFRL permet le recrutement de protéines adaptatrices capables
d’activer la cascade des caspases responsable de l’apoptose. De plus, TNFR1 est
également capable, grâce à sa protéine adaptatrice TRÀDD (TNF receptor-associated
death domain) d’interagir avec les protéines TRAFs (Dempsey et col. 2003). Ces deux
récepteurs permettent donc la libération de NFiB mais le récepteur TNFRI constitue
le récepteur majeur d’activation. Les récepteurs TNF sont homotrimériques et
l’interaction des récepteurs est nécessaire pour leur association avec la molécule
TNfa. Lors de la liaison ligand récepteur, les protéines de la famille des TRAFs ou
RIP (Receptor-interacting protein) s’associent au récepteur et provoquent une
succession de phosphorylations permettant la phosphorylation de la MAP3K, une
kinase sérine spécifique comprenant MK (NFxB-inducing kinase). L’activation de
NFKB se fait par l’intermédiaire du complexe JKK (1KB kinase) (Li et col., 1999).
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L’IL-1 peut également s’associer à deux types de récepteurs sur la membrane
plasmique. Les récepteurs IL-1R1 et IL-1R2 sont tous deux capables de se lier avec le
récepteur accessoire «IL-1 receptor accessory protein» (IL-IRAcP) mais seul le IL
1R1 est capable de transmettre le signal (Auron, 1998, Lang et col., 1998). La liaison
ligand-récepteur induit l’association avec la protéine accessoire et permet la liaison
avec TRAF6 et la kinase «IL-1 receptor associated kinase» (IRAK). Le mécanisme
de phosphoiylation de 1KB n’est pas entièrement élucidé mais il semble que la kinase
NIK est activée par une cascade de phosphorylations induites par des kinases activées
par TRAF2 ou TRAF6 pour interagir avec le complexe IKK responsable de la
phosphorylation de hcB et la libération de NFicB (Ninomiya-Tsuji et col., 1999)
(Schéma 4).
Schéma 4 Voies de signalisation induites par les c tokines TNfŒ et IL-1 3 suite à une
inflammation.
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Il existe aussi d’autres voies de signalisation pouvant conduire à Factivation de
NFKB. L’une d’entre elles implique la phospholipase A2 (PLA2). Les cytokines pro-
inflammatoires comme le TNfŒ et l’IL-1 peuvent moduler l’expression de la
snpPLA2 du groupe Ha. Cette PLA2 est une enzyme impliquée dans la libération de
AA (acide arachinodique) dans des conditions d’inflammation (Anthonsen et col.,
2001). L’activité de la phospholypase A2 permet la mobilisation de leukotriène B4
(LTB4) et l’activation d’une cascade de kinases incluant la PKC ?J; et p38 conduisant
à la phosphorylation et la dégradation de 1KB par le complexe IKK et à la libération de
NFKB (Shéma 4).
1.6.2. Les cytokines pro-inflammatoires et la communication intercellulaire
Les cytokines pro-inflammatoires IL-1 3 et TNfŒ peuvent jouer un rôle important dans
la régulation de la communication intercellulaire par les jonctions gap. Les effets
engendrés par ces cytokines dépendent du type cellulaire. Dans les astrocytes, Î’IL-l 3
augmente l’activité inhibitrice de l’ATP sur la communication intercellulaire. L’ATP
étant massivement relâché lors de lésions du cerveau ou lors d’inflammation, la
diminution de la communication par les jonctions pourrait jouer un rôle protecteur
chez les astrocytes (Meme, 2004). L’IL- a la capacité de provoquer la dégradation du
cartilage et d’induire l’arthrite. Dans les chondrocytes, 1’IL-l E stimule la synthèse de
la Cx43 et augmente la concentration intracellulaire de Ca2. Cette activation se
potentialise par la transmission de Ca2 à travers les jonctions (Tonon et D”Andrea,
2002). Au niveau des cellules cardiaques, la présence de TNFa est capable de
diminuer l’activité du promoteur de la Cx43. L’inflammation provoquerait une
diminution de l’expression de la Cx43 et donc de la communication intercellulaire au
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niveau du coeur et serait responsable de dysfonctions cardiaques (femandez-Cobo et
col., 1999).
7. HYPOTHÈSE DE TRAVAIL
Les cellules F5 expriment la Cx43 et sont reliées entre elles par des jonctions gap,
formant ainsi un réseau dans l’hypophyse antérieure. Les cellules FS sont la cible de
protéines modulatrices comme les hormones et les cytokines et sont reconnues pour
sécréter un grand nombre de cytoldnes. Il existe une étroite relation entre le système
immunitaire et le système endocrinien (Tumbuli et Rivier, 1999). Notre laboratoire a
démontré que durant le cycle annuel reproductif du vison, il existait une relation entre
la sécrétion de prolactine par les cellules lactotropes et l’expression de la Cx43 dans
l’hypophyse antérieure (Vitale et col., 2001). Notre hypothèse est que les jonctions
gap à l’intérieur du réseau de cellules fS permettrait une synchronisation rapide de la
régulation des cellules endocrines. Si des cytokines pro-inflammatoires comme l’IL
1 et le TNFŒ étaient capables de moduler l’expression et la localisation de la Cx43
dans les cellules F5, cette modulation pourrait avoir une incidence sur la
communication intercellulaire entre les cellules fS. Ainsi, la communication entre les
cellules FS pourrait jouer un rôle clé dans la coordination de la sécrétion hormonale de
l’hypophyse antérieure.
Dans la présente étude nous avons étudié si les cytokines 1L-1 et TNfŒ
pouvaient moduler l’expression et la localisation de la Cx43 dans les cellules TtT/Gf.
Pour ce faire, nous avons utilisé trois anticorps capables de reconnaître respectivement
les formes non phosphorylée et phosphoiylées de la Cx43 (Pan-Cx43), la forme non
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phosphorylée en sérine 368 (NP-Cx43) et la forme phosphorylée de la sérine 36$ (P
Cx43). La première étape de l’étude a consisté à localiser la Cx43 et ses différents
états de phosphorylation dans les cellules TtTIGF par immunobuvardage et par
immunofluorescence. Nous avons ensuite étudié l’influence des facteurs sériques sur
l’expression et la localisation de la Cx43. La microscopie confocale a également été
utilisée pour préciser l’association de la Cx43 avec des organites de la cellule. Les
cellules ont ensuite été traitées avec les cytokines IL-1 f3 et TNFŒ et soumises à des
études en immunobuvardage et en immunofluorescence afin d’étudier l’effet de ces
cytokines pro-inflammatoire sur l’expression et la localisation des formes non
phosphorylée en sérine 368 (NP-Cx43) et phosphorylée en sérine 368 (P-Cx43) de la
Cx43. Puisque la demie-vie de la Cx43 peut avoir une influence directe sur la
communication intercellulaire, des substances capables d’inhiber la synthèse ou la
dégradation de la Cx43 ont été utilisées afin de connaître l’implication des voies de
dégradation de la Cx43 dans des cellules TtT/Gf traitées à l’IL-lf3 et au TNFu. Nous
avons ensuite vérifié l’impact de ces cytokines sur la communication entre les cellules
TtT/GF par diffusion d’un colorant incapable de traverser la membrane plasmique
mais suffisamment petit pour traverser les jonctions gap lorsqu’elles sont ouvertes.
Enfin, sur des hypophyses antérieures de vison, nous avons étudié l’influence des
variations hormonales survenant au cours du cycle reproductif du vison mâle sur
l’expression de laNP-Cx43 et de la P-Cx43.
Nos résultats ont démontré que la phosphorylafion de la sérine 36$ de la Cx43
n’est pas essentielle à la transiocation de la protéine vers la membrane plasmique. La
phosphorylation de la sérine 368 se produit lorsque la Cx43 se retrouve à la membrane
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plasmique. L’IL-l et le TNFa sont capables de moduler l’expression et la
localisation de la NP-Cx43 et de la P-Cx43 dans les cellules TtT/GF. Le traitement
avec l’IL-1f3 et le TNfa entraîne une augmentation de l’association de la NP-Cx43
avec les lysosomes. Le traitement des cellules avec ces cytoldnes et particulièrement
avec l’IL-l [3 provoque également une augmentation de la présence de la Cx43
phosphorylée en sérine 36$ à la membrane plasmique et une augmentation de la
communication intercellulaire. Nos études sur l’impact du cycle reproductif du vison
mâle sus l’expression des formes phosphorylée et non phosphorylée en sérine 36$ de la
Cx43 ont également démontré qu’il existe une modulation de l’expression de la Cx43
tout au long du cycle.
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2. MATÉRIELS ET MÉTHODES
2.1. Anticorps
L’anticorps monoclonal contre la Cx43 (13-$300) de la souris (Zymed, San Francisco,
CA, É-U) reconnaît la forme non phosphorylée en sérine 36$ de la connexine 43 (NP
Cx43). L’anticorps polyclonal du lapin contre la Cx43 phosphorylée en Ser 368 (P
Cx43) est fourni par Chemicon International (Temecula, CA, É-U). L’anticorps Cx43
polycolonal provenant du lapin reconnaissant toutes les formes de la Cx43 (PanCx43)
provient de Sigma (St Louis MO, É-U). La lectine WGA (MoÏecuÏar Probes, Eugene,
OR, É-U) reconnaît l’appareil de Golgi en entier. L’anticorps monoclonal GM13O de
la souris (Bio/Can Scientzflc, Mississauga, ON, Canada) et l’anticorps TGN38
provenant du mouton (Serotec. Kidlington, Oxford. R-U) reconnaissent respectivement
le Golgi cis et le Golgi trans. L’anticorps polyclona] chez le lapin contre la calnexine
(Calbiochem, Californie, É-U) sert de marqueur de rétictilum endoplasmique rugueux
et l’anticorps polyclonal lamp-i provenant du rat (Université de Iowa, Iowa, É-U) est
un marqueur de lysosomes. Les anticorps secondaires couplés à la fluorescéine
(fITC), à la rodhamine (TRITC) et à la peroxidase (HRP) contre les IgG de souris, rat,
mouton et lapin sont fournis par Bio/Can (Mississauga, ON, Canada).
2.2. Drogues, cytokines et produits chimiques
La cycloheximide a été achetée chez Sigma (St-Louis, MO, É-U). La calcéine est
fourni par Molecular Probes (Eugene, OR, É-U). La leupeptine et la lactacystine sont
fourni par Sigma (St-Louis, MO. É-U), Le sérum d’âne est fourni par Bio/Can
(Missisauga, ON, Canada). L’IL-1f3 est fournit par Sigma (St Louis, MO, É-U) et le
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TNFŒ par Roche MoÏecuÏar Biochemicaïs (Lavai. Qc). La tlypsine est fourni par
Roche (Lavai, Canada) et l’inhibiteur de trypsine est fournis par Sigma (St-Louis, MO,
É-U).
23. Hypophyse antérieure de vison
Chez le vison, il existe un cycle annuel de reproduction durant lequel des variations
dans la sécrétion d’hormones hypophysaires survïennent. Des recherches antérieures
de notre laboratoire nous ont permis d’étudier la relation entre l’expression de la Cx43
et la variation de la sécrétion de prolactme à l’intérieure du cycle reproductif du vison
(Vitale et col., 2001). D’autres chercheurs ont étudié les variations dans la sécrétion
de GnRH et la production de testostérone pendant le cycle annuel de reproduction du
vison mâle (Caillol et col.,1995). L’étude a démontré que la sécrétion basale de GnRH
augmentait progressivement à partir du mois de mm puis significativement entre le
mois de septembre et le mois d’octobre pour atteindre un pic en novembre. La
sécrétion basale de GnRH baisse ensuite drastiquement à partir de décembre pour
atteindre un minimum en février. II serait alors intéressant de vérifier le niveau
d’expression de la NP-Cx43 et de la P-Cx43 dans l’hypophyse antérieure chez certains
mois du cycle de reproduction du vison notamment les mois de février, mai et août.
23.1. Préparation des hypophyses antérieures de vison
À la dernière semaine de chaque mois, notre laboratoire s’est procuré des visons des
fermes Armand Richard Visonnière (St-Damase, Québec), fourrures Mario Boutin
Inc. (Deauville, Québec) et RBR fur fann ($t-Thomas, Ontario). Les visons ont été
anesthésiés à l’aide d’une injection de Somnotol (penthobarbital sodique 0.2m1!kg)
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(Cambridge, ON, Canada). Les hypophyses antérieures de vison mâles adultes sont
recueillies sur place dans un tampon PBS contenant de l’inhibiteur de protéases (2 mM
de phényl-méthyl-sulfonyl-fluoride (PMSf)). Les hypophyses sont ensuite
homogénéisés par sonication dans un tampon PBS avec inhibiteur de phosphatases et
de protéases (lOj.tM bpV phen, 4mM Na3VO4, 8OmM NaF, 2OmM Na4P2O2, 2mM
EGTA. 5tg/ml leupeptine, 5ig/ml aprotinin, 2mM PMSF) puis entreposés à —80°C
jusqu’à utilisation.
2.4. Culture celluiaire
La lignée cellulaire TtT/GF provient d’une tumeur de cellules thyrotropes de
l’hypophyse antérieure de souris induite par radiothyroidectomie (moue et col., 1992).
Cette tumeur, une fois transplantée, formait des lobules dont la surface était recouverte
de cellules non endocrines de forme étoilée qui possédaient de longs prolongements.
Ces cellules possédaient des lysosomes ainsi qu’une activité phagocytaire. Elles
étaient également marquées positivement avec l’anticorps contre la protéine S-100, un
marqueur spécifique des cellules folliculostellaires et étaient aussi contre la protéine
GFAP (guai fibrillay acidic protein), un marqueur spécifique de cellules gliales et qui
n’est exprimé dans l’hypophyse antérieure que dans les cellules folliculostellaires (fS).
Plusieurs modèles tels la purification des cellules FS par gradient de densité ou
l’utilisation de cultures primaires de cellules F5 ont été utilisés pour évaluer le rôle des
cellules f5 au sein de l’hypophyse antérieure. Ces modèles étaient très utiles mais ils
ne permettaient pas d’obtenir une quantité suffisante de cellules ni d’utiliser des
échantillons purs de cellules F5. L’emploi de la lignée cellulaire TtT/GF est une
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méthode in vitro permettant d’étudier avec plus d’exactitude la fonction des cellules
fS puisqu’elle procure l’avantage d’utiliser des fractions pures.
Les cellules TtT/GF nous ont été données par le Dr Ulrich Renner de l’institut
Max-Planck, Munich d’Allemagne. Les cellules TtT/GF sont mises en culture dans un
incubateur à une température de 37°C, sous une atmosphère 5% C02-95% air dans un
milieu de culture complet Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) (Gibco-Lfe
tehnoÏogies, Burlington, ON, Canada) d’un pH de 7,2 auquel est ajouté 10 mM
d’HEPES, 0.1 M de bicarbonate de sodium (NaHCO3) (Sigma, $t-Louis, MO, É-U),
0.2mg/ml de pénicilline, 0.O5mg!ml de streptomycine et 5% de sérum de foetus bovin
(FCS) (Gibco-Lzje technologies, Burlington, ON, Canada).
2.5. Préparation des fractions membranaires et cytosoliques
Les cellules TtT/GF sont grattées puis centrifugées à 1500 x g (Beckman G$-6R;
Becimian Canada, Mississauga, ON, Canada) pendant 10 minutes à 4°C. Le culot est
lavé et centnftigé 2 fois avec du PBS (137 mM NaC1, 3 mM KCÏ, $ mM Na2HPO4, 1.5
mM KH2PO4, pH 7.4). Le culot est ensuite suspendu dans une solution d’inhibiteur de
protéase et de phosphatase avant d’être homogénéisé par sonication. Les échantillons
sont ensuite centrifugés à 1500 x g (Beckman G$-6R Beckman Canada Mississauga,
ON, Canada) pendant 10 minutes à 4°C pour extraire les noyaux et les débris
cellulaires. Le surnageant est centrifugé à 15 000 x g pendant 20 min (Beckman
microfiige E) à 4°C. Le culot est suspendu à nouveau dans la solution d’inhibiteur de
phosphatase et de protéase et constitue la fraction enrichie en membrane. La fraction
enrichie en cytosoi constitue le surnageant.
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2.6. Préparation des fractions subcellulaïres des cellules TtT/GF
La préparation des fractions subcellulaires de cellules TtT/GF comprend plusieurs
étapes de centrifugation figurant dans le protocole décrit initialement par De Duve et
col. et Wafflaux et col. (De Duve et col., 1955, Wattiaux et col., 197$). Les cellules
TtT/Gf sont décolées à la trypsine et mises en culture dans des boîtes de Pétri de 10
cm de diamètre dans du milieu d’incubation contenant 5% de FCS (foetal caif serum)
dans un incubateur à 37°C, 5% C02-95% air. Deux jours plus tard, le milieu des
cellules est remplacé par du milieu frais contenant 5% de FCS. Après avoir obtenu
une confluence de 90-100%, les cellules sont séparées à l’aide d’un grattoir puis
récupérées par centrifugation à 1500 x g (Beckman GS-6R rotor GH 3.8; Beckman
Canada, Mississauga, ON, Canada) pendant 10 minutes à 4°C. Le culot est suspendu
dans du PBS lx et centrifugé à 1500 x g pendant 10 minutes à 4°C. Le culot est
ensuite suspendu dans un tampon de saccharose (0.25 M saccharose, 4 mM imidazole
pH 7.4, 1 mM PMSF) puis les cellules sont brisées par passage successif dans des
aiguilles de diamètre de plus en plus petit. Les cellules sont ensuite centrifugées à
1000 x g pendant 10 minutes à 4°C (Beckman GS-6R, rotor GH 3.8). Le supemageant
est conservé (Si) et le culot est suspendu dans le tampon de saccharose et centrifugé à
1000 x g une seconde ($2) puis une troisième fois ($3). Pour séparer les
mithocondries lourdes, les trois sumageants recueillis (S1,S2,S3) sont centrifugés à
3000 x g pendant 10 minutes à 4°C. Le culot constitue les mitochondnes lourdes.
(voir Schéma)
Les sumageants Si à S3 sont ensuite centrifugés à 33 000 x g pendant 10
minutes (Beckman ultracentriflige XL-70, rotor 5OTi) à 4°C. Le culot constitue la
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( fraction des mithocondries légères (Ml) et contient les lysosomes. Le surnageant est
centrifugé à 110 000 x g pendant 1 heure (Beckman ultracentnfuge XL-70. rotor
$W60) à 4°C. Le culot constitue la fraction contenant les microsomes (Mc) et le
surnageant est considéré comme le cytosol.
Le culot Ml est suspendu dans une solution de métrizamide de 30% et est
déposé au fond d’un gradient discontinue de métrizamide de 26%. 24% et 19%. Après
centrifugation de 2h à 95 000 x g (Beckman ultracentnftige XL-70 et rotor SW6O) à
4°C, les lysosomes sont recueillis sur l’interface 19 et 24% de métrizamide et suspendu
dans un volume équivalent de tampon saccharose.
Le culot Mc est suspendu dans un tampon saccharose jusqu’à une concentration
finale de 1.3$ M et est placé sous un gradient discontinue de saccharose 0.25M, 0.86M
et 1.OM. Après une centrifugation de 300 000 x g pendant 1h (Beckman ultracentrifuge
XL-70, rotor SW6O) à. 4°C, la fraction golgienne est recueillie aux interfaces 0.25 M et
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2.7.1. Préparation des cellules TtT/GF
Les cellules sont mises en culture sur lamelles dans des boîtes de Pétri de 35mm dans
un incubateur à 37°C, 5% C02-95% air. Après une incubation de 2 jours, les cellules
sont incubées dans un milieu de culture frais en présence ou en absence de sérum.
Deux jours plus tard, les cellules sont exposées à différentes cytokines (IL-1 ou
TNFa) ou drogues (cycloheximide, leupeptine, lactamycine) et ceci pour différents
temps d’incubation selon un protocole spécifique.
2.72. Fixation/Perméabilisation
Les cellules sont fixées et perméabilisées selon deux méthodes:
Méthode 1: Fixation à la formaldéhyde et perméabiisation à l’acétone.
Les cellules sont fixées à la formaldéhyde 3.7% dans du tampon phosphate PBS
pendant 20 minutes à température ambiante. Après plusieurs lavages des lamelles
dans du PBS, les cellules sont imperméabilisées 5 minutes à l’acétone 50% (dilulé
dans de l’eau) , 5 minutes à l’acétone 100% et 5 minutes à l’acétone 50%.
Méthode 2 : Fixationlperméabilisation au méthanol.
Les cellules sont fixées et perméabilisées au méthanol —20°C pendant une période de
10 minutes.
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2.7.3. Blocage des cellules et incubation avec les anticorps
Pour les deux méthodes les cellules sont rincées au PBS avant de subir un blocage
dans du lait écrémé 3% dilué dans du PBS pendant 1 heure à température ambiante.
Les cellules sont ensuite incubées avec les premiers anticorps dilués dans du lait 1 %
dans du PBS pendant 1h30 à 37°C. Après plusieurs lavages des cellules dans du PBS,
une incubation des cellules pendant 1 heure à 37°C est effectuée avec les seconds
anticorps dilués dans du lait 1%.
Certains anticorps ont nécessité un protocole différent de blocage et
d’incubation Dans ce cas-ci, un blocage est effectué dans 5% de sérum d’âne pendant
30 minutes à température ambiante. Les cellules sont ensuite incubées dans le premier
anticorps 1h30 à 37°C dans 5% de sérum d’âne. Le second anticorps est dilué dans du
PBS seul et les cellules sont incubés 1h à 37°C dans cette solution.
Les anticorps utilisés en microscopie à fluorescence sont les anticorps contre la
NP-Cx43 (dilution 1: 20), la P-Cx43 (dilution 1 40) la Pan-Cx43 (1: 3000), contre la
calnexine (1: 250), lamp-l (1: 150) et GM13O (dilution 1 : 20). Également la lectine
WGA (dilution 1: 250) a été utilisée en microscopie à fluorescence.
La visualisation des cellules est effectuée au microscope à fluorescence Zeiss
Axioskop 2 ou encore au microscope confocal Zeiss Axiovert.
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2.8. Expression de la Pan-Cx43 chez les cellules TtT/Gf en absence ou en
présence de sérum
Les cellules TtT/GF sont déposées sur des lamelles de verre dans des boîtes de Pétri de
35 mm de diamètre dans un milieu d’incubation contenant 5% FC$. Deux jours plus
tard, le milieu des cellules est remplacé par du milieu frais avec ou sans sérum. Deux
jours plus tard, après l’obtention d’une confluence des cellules de 90-100%, les
cellules sont préparées pour la microscopie à fluorescence.
2.9. Expression de la NP-Cx43 et de la P-Cx43 après incubation avec des
cytoldnes pro-inflammatoires
Les cellules TtT/Gf sont déposées sur des lamelles de verre dans des boîtes de Pétri
d’un diamètre de 35 min dans un milieu d’incubation contenant 5% de FCS. Deux
jours plus tard, le milieu des cellules est remplacé par du milieu frais contenant 5% de
FCS. Deux jours plus tard, après l’obtention d’une confluence de 90-100%, les
cellules sont exposées à lOng/ml d’1L-1 ou 25 à 50 nWml de TNfa à des périodes de
O (contrôle), 1h, 2h, 6h et 24h. Les cellules sont ensuite préparées pour la microscopie
à fluorescence.
2.10. Effet de l’inhibition de la synthèse de protéines sur l’induction de la NP
Cx43 et la P-Cx43 par les cytokines pro-inflammatoires IL-1 et TNFŒ
Les cellules TtT/Gf sont déposées sur des lamelles de verre dans des boîtes de Pétri
de 35 mm de diamètre dans un milieu d’incubation contenant 5% de FCS. Deux jours
plus tard, le milieu des cellules est remplacé par du milieu frais contenant 5% de FCS.
Deux jourss plus tard, après l’obtention d’une confluence de 90-100%, les cellules sont
incubées en présence de cycloheximide (Clix) (dilué dans du DMSO) pendant 30
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minutes avant l’ajout de lOng/ml d’IL-113 ou de 25 ng/ml de TNFŒ à des périodes de O
(contrôle) et 2 heures. Les cellules sont ensuite préparées pour la microscopie à
fluorescence.
2.11. Effet de l’inhibition de la voie de dégradation par les lysosomes ou les
protéasomes sur l’induction de la NP-Cx43 et la P-Cx43 par les cytokines pro-
inflammatoires IL-113 et TNFa
Les cellules sont déposées sur des lamelles de verres dans des boîtes de Pétri de 35 mm
de diamètre dans du milieu contenant 5% FCS. Deux jours plus tard, le milieu des
cellules est remplacé par du milieu frais contenant 5% FCS. 48 heures plus tard, les
cellules sont exposées pendant 30 minutes à 1 00j.tM de leupeptine (dilué dans du PBS)
ou à 15 jM de lactacystine (dilué dans du milieu d’incubation) avant l’ajout de
lOng/ml d’IL-1f3 ou 25 ng/ml de TNFŒ à des périodes de O (contrôle) et 2 heures. Les
cellules sont ensuite préparées pour la microscopie à fluorescence.
2.12. Mesure de la communication intercellulaire par absorption de colorant
Les cellules sont digérées et déposées sur des lamelles de verres dans des boîtes de
Pétri de 35 nm avec du milieu contenant 5% FC$. Deux jours plus tard, le milieu des
cellules est remplacé par du milieu frais contenant 5% FCS. Après obtention d’une
confluence de 90-100%, les cellules sont rincées plusieurs fois avec du milieu
d’incubation sans sérum d’un pH de 8.0. Trois sillons parallèles sont ensuite gravés
sur la lamelle et 0.5 mM de calcéine sont ajoutés au milieu pendant une période de 15
minutes à 4°C. Les cellules sont fixées à la formaldéhyde 3.7% et les résultats sont
observés au microscope à fluorescence.
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C 2.13. Western Mot
2.13.1. Dosage des protéines
Le dosage des protéines est effectué selon la méthode de Bradford (1976). Une
quantité connue de BSA est mesurée par les réactifs fournis par Bio-Rad (Bio-Rad,
ON, Canada) afin d’effectuer une courbe d’étalonnage. La quantité de protéines
totales des échantillons est calculée d’après cette courbe standard. Les échantillons
sont ensuite dilués dans un tampon d’échantillon 2X (8M Urée, 3% SDS, 5%
mercaptoéthanol, 0.005% bleu de bromophénol, 7OmM Tris HC1 pH 6.7) et chauffé à
l’eau bouillant pendant 2 minutes.
2.13.2. Étectrophorèse sur gel dénaturant SDS-FAGE
De 5 à 15.tg de protéines totales sont largués pour effectuer une migration dans un gel
de polyacrylamide d’entassement de 4% (7OmM Tns-HC1 pH 6.7, 0.4% SDS, 4mM
EDTA pH 6.7, 5% glycérol 4 % accylamide) puis dans un gel de polyacrylamide
d’espacement de 12% (0.2M Tris-0,1M Glycine, 0.4% SDS, 5% glycérol, 12 %
acrylamide). La migration est effectuée à un voltage de 70 volts pendant 30 minutes
suivit d’un voltage de 120 volts pendant 2 heures 30 minutes dans un tampon
d’électrode 2x (0,2M Tris, 0,3M glycine, 0.2% SDS).
2.13.3. Transfert sur membrane de nitrocellulose
Les protéines sont transférées du gel de polyacrylarnide à une membrane de
nitrocellulose de pores de 45im. Le transfert est effectué dans un tampon de transfert
(25 mM Tris-base pH 8.3. l5OmM Glycine, 20% méthanol) à une température de 4 °C
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pendant une période de 1.2 heures à 300 mA Les protéines sont ensuite révélées au
rouge de ponceau (0.2% rouge de ponceau, 3% TCA) pour évaluer la qualité du
transfert et déterminer le poids moléculaire des protéines à l’aide d’un poids
moléculaire standard élevé (Bio-Rad, ON, Canada). Les membranes sont alors rincées
au PBS lx pour éliminer la coloration.
2.13.4. Immunobuvardage des membranes
La saturation des membranes est effectuée avec du lait 5% dans du PBS 1h à 37°C. La
membrane est ensuite mise en contact avec l’anticorps primaire dilué dans du lait 5%
ou du BSA 5% dans du PBS 2h à 37°C ou toute la nuit à 4°C. La membrane est
ensuite lavée 4 fois 10 minutes avec du PBS 0.05% Tween-20 (PBST) à 37°C puis
mise en contact avec le deuxième anticorps couplée à la peroxidase (POD) dilué dans
du PBS pendant 1h à température pièce. La membrane est rincée trois fois 10 minutes
au PBST et une fois au TBS Ix pendant 10 minutes.
Les anticorps contre la NP-Cx43 (dilution 1: 200), la PanCx43 (1: 7000),
contre la calnexine (1 2500) et lamp-l (1: 1000) sont dilués dans du lait 5%-PB$.
L’anticorps contre la Cx43P (1 400) est dilué dans du 5% BSA dilué dans du PBS.
2.13.5. Révélation des protéines sur la membrane par cheluminescence
La révélation du complexe anticorps-antigène s’est réalisée avec les solutions de
chimiluminescence fournies par Roche Molecular Biochemicals (Lumi light plus
Western bloting substrate ou BM cheluminescence bloting substrate (POD)). La
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C lumière émise suite à la réaction de la peroxidase est captée sur film Kodak X-OMAT
XAR-5 (Eastman Kodak, Rochester, NY).
2.14. Quantification des bandes obtenues par Western blot
La quantification des bandes obtenue par western blot est calculée afm d’évaluer la
quantité relative de protéines des échantillons analysés. Les films ont été numérisés
(scanner Astra 1200S; Umax Data Sustem Inc Hsinchu, Taiwan, ROC) en utilisant le
programme VistaScan32. Le programme Scion Image Sotware (Scion Corporation,
MD, É-U) a été utilisé pour mesurer l’intensité relative des bandes concernées (suivant
les indications du programme). La mesure de l’intensité relative des bandes s’est faite
au minimum sur trois expériences. Les valeurs obtenues sont exprimées en unités
arbitraires et les calculs statistiques sont effectués avec le programme Sigma Plot
2001. Les résultats sont présentés sous forme graphique et exprimés en moyenne ±
SEM (standard error of the mean).
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3. RÉSULTATS
3.1. LOCALISATION ET EXPRESSION DE LA Cx43 DANS LES CELLULES TTT/GF
A) Localisation des formes non phosphorylée, mono- et di- phosphorylées de la
connexine 43 dans les cellules TtT/Gf en cukure
Nous avons observé la localisation de la Cx43 différentiellement phosphorylée dans
les cellules TtT/GF à l’aide de différents anticorps. Pour ce faire, nous avons incubé
des cellules TtT/GF dans un milieu de culture contenant 5 % de sérum et nous avons
préparé les cellules pour l’immunobuvardage et la microscopie à fluorescence. La
figure lA montre la présence des 3 isoformes électrophorétiques en immunobuvardage
sur des fractions membranaire (Mb) et cytosolique (Cl) de cellules TtT/GF lorsqu’on
utilise l’anticorps qui détecte toutes les formes de la Cx43 (anti-Pan-Cx43). La bande
ayant migrée le plus rapidement correspond à la forme non-phosphorylée de la Cx43
(Figure lA, NP). Le doublet de bandes situé au dessus de la bande NP représente les
formes mono- (1P) et di- (2P) phosphoiylées de la Cx43. La figure lB montre en
immunofluorescence la distribution des formes non phosphorylée, et phosphoiylées de
la Cx43. Si on utilise l’anticorps qui détecte toutes les formes phosphorylées et non
phosphoiylée de la Cx43 (Pan-Cx43), on peut distinguer un marquage sur la
membrane plasmique particulièrement lorsque les cellules sont en contact (figure lB,
flèche). On peut également distinguer un marquage dans la région périnucléaire de la
cellule (figure lB, tête de flèche). La figure 1C montre la localisation de la Cx43 non
phosphorylée à la sérine 36$ (NP-Cx43). On remarque que la majorité du marquage se
situe dans la région périnucléaire (figure 1C, tête de flèche) mais qu’il existe
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également un marquage à la membrane plasmique lorsque les cellules sont ou ne sont
pas en contact entre elles (figure 1 C, flèches). Enfin, la figure 1 D montre les cellules
TtT/Gf marquées avec un autre anticorps qui détecte la Cx43 phosphorylée en sérine
36$ (P-Cx43). Le marquage de la P-Cx43 se situe presque exclusivement à la
membrane plasmique mais on peut également distinguer du marquage à l’intérieur de
la cellule. Le marquage sur ta membrane plasmique se situe aux contacts cellulaires et
également à des régions de la membrane où la cellule n’a aucun contact (figure 1D,
flèche). fi existe également un marquage de la P-Cx43 dans la région périnucléaire
(figure 1 D, tête de flèche).
B) Caractérisation de la localisation de la pan-Cx43 dans les cellules TtT-Gf en
présence ou en absence de sérum
Nous avons étudié l’effet des facteurs sénques sur la localisation et le niveau
d’expression de la Cx43 et de ses formes phosphoiylées. Pour ce faire, nous avons
incubé des cellules TtT/Gf en présence de sérum pendant 2 jours puis nous avons
remplacé le milieu par un milieu frais contenant ou non du sérum pendant une période
de 48 heures avant d’effectuer la préparation des cellules pour la microscopie à
fluorescence. Nous avons marqué les cellules avec l’anticorps anti- Pan-Cx43 et
également à la phalloïdine pour distinguer les filaments d’actine et la forme des
cellules TtT/GF (figure 2). L’étude a démontré que même si la forme cellulaire était
affectée par l’absence de sérum, la localisation de la Cx43 n’était pas modifiée par
l”absence de sérum dans le milieu d’incubation. Le marquage de la Cx43 se situe dans
la région périnucléaire (figure 2, Pan-Cx43, sérum (+) et sérum (-), têtes de flèche) et
sur la membrane plasmique (figure 2, Pan-Cx43, sérum (±) et sérum (-), flèches) en
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présence et en absence de sérum. Par contre, lorsque l’on compare l’intensité du
marquage de la Pan-Cx43 dans les cellules cultivées en présence de sérum avec celui
des cellules cultivées en absence de sérum, on remarque que le marquage est plus
faible dans la région pénnucléaire des cellules cultivées en absence de sérum (figure 2,
Pan-Cx43, sérum (-), tête de flèche). De même, dans ces cellules, le marquage à la
membrane plasmique se limite aux contacts cellulaires ou à proximité de ces contacts
(figure 2, Pan-Cx43, sérum (-), flèches). De plus, la localisation de la Cx43 à la
membrane se retrouve aux extrémités des prolongements cytoplamiques des cellules
TtT/GF (filopodes) (comparer figure 2, Pan-Cx43 et actine, flèches). Ces filopodes
sont des ex-tensions fines de la membrane plasmique contenant des filaments d’ actine.
L’absence de sérum ne semble pas influencer la localisation et de la Cx43 aux
extrémités des filaments d’actine.
Q Distribution intracellulaire de la Pan-Cx43 dans les cellules TtT/GF
Afin de déterminer l’association de la Pan-Cx43 à certains organites cellulaires, nous
avons effectué un fractionnement subcellulaire de cellules TtT/GF. Pour ce faire, nous
avons cultivé les cellules dans un milieu contenant 5% de sérum. Nous avons ensuite
récupéré puis brisé les cellules mécaniquement avant de les soumettre à une série de
centrifugations afin d’isoler le réticulum endoplasmique (RE), l’appareil de Golgi
(Golgi), les lysosomes (Lys) et la fraction cytosolique (Cyt) (voir Matériels et
Méthodes). Les échantillons ont ensuite été préparés pour l’immunobuvardage. La
révélation des échantillons avec l’anticorps anti-Lamp-l, un marqueur de lysosomes,
indique que la majorité des lysosomes se retrouve dans la fraction lysosomiale mais
qu’une quantité non négligeable se retrouve aussi dans la fraction golgienne (figure 3,
Lamp-1). La révélation des échantillons à l’aide du marqueur du réticulum
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endoplasmique anti-Cainexine indique que des membranes du réticulum
endoplasmique rugueux sont récupérées dans toutes les fractions (figure 3, calnexine).
Nous avons été incapables d’obtenir des bandes avec deux marqueurs de l’appareil de
Golgi: le TGN38 et le GMI3O. Ou bien les échantillons étaient trop dilués ou les
anticorps ne fonctionnaient pas en dans les conditions utilisées pour
I’immunobuvardage. Cette absence de marqueur de Golgi ne permet pas de vérifier la
pureté de la fraction golgienne ni la présence d’impuretés provenant du Golgi dans les
autres fractions. Les résultats démontrent que la Pan-Cx43 se retrouve majoritairement
dans la fraction lysosomiale (figure 3, Pan-Cx43). On retrouve également la Pan
Cx43 dans les fractions du réticulum endoplasmique et possiblement dans la fraction
golgienne.
D) Étude sur ta localisation intracellulaire de la NP-C43 d de sa co-localisation
avec d(férents organites dans les cellules TtT/Gf
Lorsque l’on observe la localisation de la NP-Cx43 dans les cellules TtT/GF (figure
1 C), on remarque que la majeure partie du marquage de la NP-Cx43 se situe dans une
région périnucléaire. Afin de déterminer la localisation exacte de la NP-Cx43 dans les
cellules TtT/GF, nous avons préparé des cellules pour la microscopie à fluorescence et
avons effectué un double marquage avec l’anticorps anti-NP-Cx43 et d’autres
anticorps ou marqueurs d’organites. Enfin, nous avons observé les résultats au
microscope confocai. L’anticorps contre la calnexine a été utilisé comme marqueur du
réticulum endoplasmique rugueux. Le double marquage de la NP-Cx43 et de la
cainexine (figure 4, haut) n’a pas permis d’observer une co-localisation entre la NP
Cx43 et le réticulum endoplasmique (voir merged). L’anticorps anti-Lamp-1 est un
50
marqueur de lysosomes. Un double marquage permet d’observer une co-localisation
partielle de Lamp-l avec la NP-Cx43 (figure 4 bas, tête de flèche).
La lectine WGA (wheat germ agglutinin) reconnaît quant à elle l’appareil de
Golgi en entier. Un double marquage de la NP-Cx43 avec la lectine WGA (figure 5,
haut) montre une légère co-localisation entre la NP-Cx43 et le marqueur de l’appareil
de Golgi (figure 5 haut, tête de flèche). L’anticorps anti-TGN38 reconnaît seulement
le trans Golgi. L’observation du double marquage de la NP-Cx43 et de TGN38
permet de voir une légère co-localisation entre les deux anticorps (voir figure 5 bas,
tête de flèche).
E) Cinétique de l’expression et de la localisation de la NP-Cx43 et de la P-Cx43
dans tes cellules TÎT/GF incubées avec t’IL-lfid le lWfa
1. hnmunobuvardage
Les cellules TtT/Gf sont la cible de cytokines pro-inflammatoires, c’est pourquoi nous
avons étudié l’effet de ces cytokines sur l’expression et la localisation de la forme non
phosphorylée et des formes phosphoiylées de la Cx43. Pour ce faire, nous avons
exposé les cellules à 10 ng/ml d’IL-1f3 ou 25 ng/ml de TNFŒ pour différentes périodes
de temps. Nous avons ensuite séparé les cellules en fractions enrichies en membranes
et en fractions cytosoliques pour effectuer un immunobuvardage avec les anticorps
anti-NP-Cx43 et anti-P-Cx43. Lorsque l’on examine les résultats des extraits
membranaires de cellules exposées à I’ IL-1 f3 on remarque que le niveau d’ expression
de la NP-Cx43 augmente après I heure d’exposition et diminue par la suite (figure 6,
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NP-Cx43, fractions membranaires,). Le niveau d’expression dans les fractions
membranaires de la P-Cx43 augmente plutôt après deux heures d’exposition et
diminue fortement après 24 heures d’exposition (figure 6, fractions membranaires, P
Cx43). L’expression de la NP-Cx43 dans la fraction cytosolique augmente après 2 et 6
heures d’exposition à l’IL-1 et son expression chute par la suite (figure 6, fractions
cytosoliques, NP-Cx43). Les mêmes observations peuvent être rapportées au sujet de
la présence de la P-Cx43 dans les fractions cytosoliques (figure 6, fractions
cytosoliques, P-Cx43). Le niveau d’expression augmente fortement de 2 à 6 heures
d’exposition à 1’IL-1f3 et on observe ensuite une forte diminution de l’association de la
P-Cx43 à la fraction cytosolique.
Les résultats obtenus sur des fractions membranaires exposées à différentes
temps au TNFa démontrent une augmentation de l’expression de la NP-Cx43 après E
heure d’exposition (figure 7, fractions membranaires, NP-Cx43). L’expression
diminue ensuite à partir de 6 heures d’exposition et reste stable jusqu’à 24 heures.
L’expression de la P-Cx43 dans les fractions membrannires augmente après 1 à 2
heures d’exposition et chute par la suite après 6 heures d’exposition (figure 7, fractions
membranaires, P-Cx43). L’analyse du niveau d’expression de la NP-Cx43 dans les
fractions cytosoliques traitées à différentes périodes de temps au TNFŒ permet de
constater une augmentation de l’expression après 2 heures d’exposition et une
diminution après 6 heures d’exposition (figure 7, fractions cytosoliques, NP-Cx43).
L’expression de la P-Cx43 dans les fractions cytosoliques de cellules exposées au
TNFŒ augmente légèrement après 1 à 2 heures d’exposition et diminue à partir de 6
heures d’exposition (figure 7, fractions cytosoliques, P-Cx43).
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C 2.
Par la suite, nous avons étudié l’effet de l’IL-113 et du TNFa sur la localisation de la
Cx43 non phosphorylée en sérine 36$ (NP-Cx43) et de la Cx43 phosphoiylée en sérine
36$ (P-Cx43). Pour ce faire, nous avons cultivé des cellules TtT/GF en présence de
sérum et nous avons exposé ces cellules à 25 ou 50 ng/ml de TNFŒ ou lOng/ml d’IL
1f3 à différentes périodes de temps. Nous avons ensuite préparé les cellules pour la
microscopie à fluorescence. Les résultats démontrent une augmentation de la NP
Cx43 dans la région périnucléaire après 1h d’exposition des cellules à l’IL-1f3. Cette
augmentation continue jusqu’à 2 heures d’exposition (figure 8, NP-Cx43, têtes de
flèche). Le marquage de la NP-Cx43 commence à diminuer après 6 heures
d’exposition et chute après 24 heures. Lorsque l’on observe le marquage de la P-Cx43
à différents temps d’exposition des cellules à l’IL-13 (figure 8, P-Cx43), on remarque
une augmentation dans la région pénnucléaire après 1h d’ exposition à l’IL- 1 f3 et ce
jusqu’à 6 heures d’exposition (figure s, têtes de flèches). On observe également une
augmentation du marquage à la membrane plasmique après 6 heures d’exposition
(Figure 8, P-Cx43 6h, flèche). Le niveau d’expression de la P-Cx43 devient bas après
24 d’exposition.
Lorsque l’on analyse le marquage de la NP-Cx43 dans les cellules TtT/GF
incubées en présence de TNFŒ pendant différentes périodes de temps (figure 9), on
observe sensiblement la même tendance qu’avec les traitements à l’IL-If3. Une
augmentation du marquage de la NP-Cx43 a lieu après 1 heure d’exposition et cette
tendance se prolonge jusqu’à 6 heures d’ex-position au TNFŒ (figure 9, NP-Cx43, têtes
de flèche). Le marquage de la NP-Cx43 diminue après 24h d’exposition au TNFa.
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Quant au marquage de la P-Cx43, il augmente très peu dans la région périnucléaire au
cours des différents temps d’exposition. Par contre, le marquage de la P-Cx43 à la
membrane plasmique augmente à partir de 2 heures et se prolonge jusqu’à 6 heures
d’exposition au TNfŒ (figure 9, P-Cx43).
3.2. ETUDES SUR LA CO-LOCALISATION DE LA Cx43 ÂPRES EXPOSiTION AUX
CYTOKINES PRO-INFLAMMATOIRES
A) Étude sur hi distribution de la NP-Cx43 et la P-Cx43 après exposition à t’IL-1fi
ou au TNfa
Nos études d’immunobuvardage indiquent une augmentation de la NP-Cx43 et de la P
Cx43 dans les fractions membranaires et cytosoliques de cellules exposées à l’IL-1[3 et
au TNfa. De plus, nos résultats en immunofluorescence démontrent une
augmentation du marquage de la NP-Cx43 dans la région périnucléaire et une
augmentation de l’association de la P-Cx43 à la membrane plasmique dans des cellules
traitées à l’IL-1[3 et au TNFa. Pour comprendre ces phénomènes, nous avons exposé
les cellules à 10 ng/ml d’IL-tL ou 25 ng/mL de TNFŒ à différentes périodes de temps
et nous avons ensuite préparé les cellules pour la microscopie à fluorescence. Nous
avons ensuite effectué un double marquage entre la NP-Cx43 et la P-Cx43 sur les
cellules exposées à l’IL-1f3 (figure 10) et au TNFa (figure 11) pour étudier la co
localisation de ces deux formes. Nos résultats démontrent une co-localisation de la
NP-Cx43 et de la P-Cx43 à la membrane plasmique (figures 10 et 11, têtes de flèche)
et parfois dans la région pénnucléaire (figures 10 et 11, flèches). Lorsque les cellules
TtT/GF sont traitées avec de l’IL-1f3, la co-localisation de la NP-Cx43 et de la P-Cx43
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augmente dans la région pénnucléaire après 6 heures d’exposition et la co-localisation
revient au même niveau que le contrôle après 24 heures d’exposition à 1’ff-13. La co
localisation de la NP-Cx43 et de la P-Cx43 ne semble pas être affectée par la présence
des TNFŒ.
B) Étude sur la co-locatisation de la NP-Cx43 avec des organites après exposition à
t’IL-lfiou au TNFa
Nos études d’immunofluorescence indiquent une augmentation de la NP-Cx43
particulièrement dans la région pénnucléaire après exposition des cellules aux
cytokines pro-inflammatoires. Pour mieux caractériser ces résultats, nous avons
exposé les cellules à 10 ng/ml d’IL-1 ou 25 ng/mL de TNFŒ à différentes périodes de
temps. Par la suite, nous avons préparé les cellules pour la microscopie à fluorescence
et étudié la co-localisation de la NP-Cx43 avec certains organites normalement associé
à la région pénnucléaÏre. Pour ce faire, nous avons effectué un double marquage de la
NP-Cx43 avec les anticorps anti-TGN3$ et anti-Lamp-1. Les études de double
marquage de la NP-Cx43 et la TGN38 ne démontrent pas une modification
significative de la co-localisation de 1aNP-Cx43 et du marqueur de l’appareil de Golgi
par rapport au contrôle (figure 12). Le double marquage effectué avec NP-Cx43 et
Lamp-1 en présence d’IL-lp (figure 13) et de TNFŒ (figure 14) donne des résultats en
fonction du temps d’exposition des cytokines. Le traitement des cellules avec l’IL- 1 f3
augmente la co-localisation de la NP-Cx43 avec Lamp-1 après 1 heure d’exposition et
cette co-localisation se maintient jusqu’à 24 d’exposition (figure 13, flèches). Le
même phénomène est observé avec des cellules incubées avec le TNFŒ. Après 1 heure
d’exposition, la co-localisation de la NP-Cx43 et de Lamp-1 augmente et cette co
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localisation se maintient tout au long de l’incubation des cellules avec le TNFa (figure
14, flèches).
33. EFFET DE SUBSTANCES AFFECTANT LA SYNTHÈSE OU LA DÉGRADATION DE LA
CONNEXINE SUR SON EXPRESSION ET SA LOCALISATION DANS LES CELLULES TTT/GF
A) Effet de la cyclokexinilde
1. Immunofluorescence.
La cycloheximide (CIIX) est un inhibiteur de la traduction des protéines. La Cx43 est
reconnue pour avoir une durée de vie très courte et sa dégradation implique la voie des
protéasomes et des lysosomes (Musil et col., 2000). L’utilisation de la cycloheximide
nous a permis de vérifier si l’augmentation en présence des cytoldnes pro-
inflammatoires du taux de la Cx43 dans les fractions membranaires et cytosoliques et
l’augmentation du marquage de la Cx43 particulièrement dans la région périnucléaire
impliquait une stimulation de la synthèse de la protéine. Pour étudier cette possibilité,
nous avons incubé des cellules TtT/Gf pendant 30 minutes avec 20j.tg/ml de
cycloheximide avant de les exposer ou non à l’IL-1 ou au TNFŒ pendant une période
de 2 heures. Ensuite, nous avons préparé les cellules pour la microscopie à
fluorescence et nous avons étudié le marquage de la NP-Cx43 (figure 15) et de la P
Cx43 (figure 16). Lorsque l’on compare les cellules contrôles avec les cellules
incubées en présence de cycloheximide, on remarque une baisse significative du
marquage de la NP-Cx43 dans la région périnucléaire (figure 15, contrôle, CHX (+)).
La cycloheximide inhibe aussi l’augmentation du marquage dans la région
pénnucléaire induite par l’W-1 et le TNFŒ. Par contre le marquage de la NP-Cx43 à
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Ç la membrane n’est pas affecté. Aussi, lorsque l’on compare le marquage de la P-Cx43
dans les cellules contrôles CFD( (-) avec les cellules contrôles incubées en présence de
CHX (figure 16), on remarque une diminution du marquage de la P-Cx43 à la
membrane plasmique. Par contre, le marquage de la P-Cx43 ne semble pas être affecté
par la CHX dans les cellules incubées en présence des cytokines pro-inflammatoires.
Cependant, on peut observer dans le cas des cellules exposées à l’IL-13 que la
présence de la CHX diminue la taille de plaques de P-Cx43 à la membrane plasmique.
2. Études d’immunobuvardage.
Afin de vérifier l’exactitude des résultats obtenus en immunofluorescence, nous avons
préparé les cellules TtT/GF selon le même protocole. Nous avons incubé les cellules
en présence ou en absence de CHX pendant une période de 30 minutes. Ensuite les
cellules ont été exposées ou non aux cytokines pendant une période de 2 heures. Nous
avons ensuite préparé des fractions membranaires et cytosoliques pour effectuer un
immunobuvardage avec des anticorps anti-NP-Cx43 et anfl-P-Cx43. La figure 17
représente le taux d’association de la NP-Cx43 aux fractions membranaires et
cytosoliques dans des cellules TtT/GF incubées en présence ou en absence de CHX et
exposées ou non à l’IL-1 ou au TNFct. Les résultats démontrent que dans les cellules
contrôles, la présence de CHX diminue le taux de la NP-Cx43 dans les fractions
membranaires (figure 17, fractions membranaires, contrôle). Par contre, la diminution
du taux de la NP-Cx43 en présence de CHX n’est pas observée lorsque les cellules
sont incubées en présence d’IL-1w ou de TNFa. Lorsque l’on analyse le taux de la
NP-Cx43 dans les fractions cytosoliques on remarque le phénomène inverse. La
présence de CHX ne diminue pas de manière significative le taux de la NP-Cx43 dans
57
la fraction cytosolique des cellules contrôles (figure 17, fractions cytosoliques,
contrôle). Toutefois, on remarque une diminution du taux de la NP-Cx43 dans les
fractions cytosoliques des cellules incubées en présence d’IL-1 [3 ou de TNFa (figure
17, fractions cytosoliques, IL 2h et TNF 2h).
Lorsque l’on étudie l’association de la P-Cx43 aux fractions membranaires de
cellules TtT/Gf on remarque que la cycloheximide diminue cette association dans les
cellules contrôles CHX (+) (figure 18, fractions membranaires, C). Par contre, la
présence d’IL-l[3 ou de TNFa prévient la diminution induite par la cycloheximide
observée dans les cellules contrôles (figure 18, fractions membranaires, IL 2h et TNF
2h). Notons que la présence de la P-Cx43 chez les cellules incubées en présence d’IL-
113 et de TNFa est plus élevée que celle des cellules contrôles CIIX. L’ observation de
l’association de la P-Cx43 aux fractions cytosoliques permet de constater que la
cycloheximide réduit cette association dans les cellules incubées en absence et en
présence des cytokines IL-113 ou TNFŒ, particulièrement dans le cas des cellules
exposées au TNFŒ (figure 18, fractions cytosoliques).
B) Efftt de la kupeptine
La leupeptine est un inhibiteur de protéases lysosomiales. L’inhibition de la
dégradation de la Cx43 par les lysosomes peut avoir un impact important sur la demi-
vie de la protéine et par conséquent sur la communication intercellulaire. Étant donné
l’association des formes phosphorylées et non phosphorylée de la Cx43 avec la
fraction lysosomiale et avec les lysosomes, nous avons étudié l’impact de l’inhibition
de l’activité de ces orgarntes sur l’effet des cytokines pro-inflammatoires. Pour ce
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C faire, nous avons incubé des cellules TtT/GF en absence ou en présence de 1 OOj.tM de
leupeptine pendant une période de 30 minutes avant de les exposer ou non pendant 2
heures aux cytokines IL-1f3 ou TNFct. Nous avons ensuite préparé les cellules pour la
microscopie à fluorescence et les avons marqué à l’aide des anticorps anti-NP-Cx43,
anti-P-Cx43 et anti-Lamp-1. Lorsque l’on compare la localisation de 1aNP-Cx43 dans
les cellules contrôles traitées ou non avec la leupeptine (figure 19), on remarque que la
localisation de cette protéine n’est pas affectée. Aussi, l’augmentation du marquage
pérmucléaire de la NP-Cx43 induite par les cytokines IL-13 ou TNFa ne semble pas
être influencée par la présence de leupeptine. Par contre, dans ces mêmes cellules, la
présence de leupeptine cause une augmentation du marquage de la NP-Cx43 au niveau
de la membrane aux contacts cellulaires (figure 19, NP-Cx43, W 2h et TNF 2h, Leup
(+), flèches). Le double marquage de la NP-Cx43 avec lamp-l démontre qu’une partie
de la NP-Cx43 se localise au niveau des lysosomes. Les lysosomes semblent
également avoir augmenté de volume en présence de leupeptine. Les résultats du
marquage de la P-Cx43 en présence de leupeptine (figure 20) démontrent clairement
que la présence de leupeptine augmente le marquage de la P-Cx43 à la membrane
plasmique dans les cellules contrôles et dans les cellules exposées à l’1L-1f3 (figure 20,
flèches). Dans les cellules incubées en présence de TNFa, cette augmentation est
moins évidente.
q Effet de la kidacystine
La voie de dégradation des protéasomes est très souvent utilisée pour dégrader des
protéines dont la demi-vie est très courte. La littérature indique que la Cx43 est en
partie dégradée dans les protéasomes (Musil et col., 2000). Nous avons voulu étudier
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C l’impact des protéasomes sur l’augmentation de la Cx43 induite par les cytokines pro-
inflammatoires. Pour ce faire, nous avons incubé des cellules TtT/GF en présence ou
en absence de 15 jiM de lactacystine, un inhibiteur de protéasomes, pendant 30 minutes
avant d’incuber les cellules en présence ou en absence des cytokines IL-1f3 ou TNFŒ.
Nous avons ensuite préparé les cellules pour la microscopie à fluorescence et effectué
un marquage avec les anticorps anti-NP-Cx43, anfl-P-Cx43 et anti-Lamp-l. Lorsque
l’on observe le marquage de la NP-Cx43 dans les cellules incubées en présence de
lactacystine (Lac (+)), on observe très peu de changements au niveau de la localisation
de cette protéine (figure 21). Le marquage de la NP-Cx43 dans la région périnucléaire
diminue légèrement dans les cellules contrôles. Par contre, la présence de lactacystine
n’a pas d’influence sur la localisation et le marquage de la NP-Cx43 dans la région
pénnucléaire des cellules traitées aux cytokines. Une augmentation du marquage au
niveau de la membrane plasmique aux contacts cellulaires est observée en présence de
lactacystine dans les cellules contrôle (figure 21, contrôle, Lac (+), flèche). Toutefois,
la présence de lactacystine n’entraîne aucune accumulation de la NP-Cx43 à la
membrane plasmique lorsque les cellules sont exposées aux cytokines. Le double
marquage effectué avec la protéine lamp-i suggèrent une colocalisation partielle de la
NP-Cx43 au niveau des lysosomes. Enfin, la lactacystine (figure 22) induit une
augmentation du marquage de la P-Cx43 à la membrane plasmique lorsque les cellules
sont incubées en absence ou en présence des cytokines. Notons que l’accumulation de
la P-Cx43 à la membrane plasmique induit par la lactacystine en absence ou en
présence des cytokines augmente la taille des plaques aux contacts cellulaires (figure
22, Lac (+), flèches).
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3.4. EFFET DES CYTOKINES IL-1f3 ET TNFa SUR LA COMMUMCATION
INTERCELLULAIRE DES CELLULES TTT/GF
La calcéine est un colorant qui ne peut diffuser à travers la membrane plasmique mais
dont le poids moléculaire est assez petit pour traverser les jonctions gap lorsque celles-
ci sont ouvertes. Afin de savoir si l’augmentation de l’expression de la Cx43 induite
par les cytokines IL-1 et TNFŒ avait une influence sur la communication
intercellulaire des cellules TtT/GF nous avons observé la diffusion de ce colorant à
travers les jonctions gap en présence et en absence de ces cytokines pro-
inflammatoires. Pour ce faire, nous avons incubé les cellules sur des lamelles de verre
puis nous avons cultivé les cellules avec du milieu contenant ou non l’IL-1f3 ou le
TNFa pendant une période de 2 heures. Après cette exposition, nous avons effectué
une série de rayures parallèles d’un bout à l’autre de chacune des lamelles et nous
avons incubé les cellules en présence de 0.5 M de calcéine pendant 15 minutes à 4°C.
Nous avons ensuite fixé et préparé les cellules avant de les observer par microscopie à
fluorescence. La figure 23 A représente la diffusion du colorant dans les cellules
contrôle. Nous pouvons remarquer que les cellules brisées par la rayure ont absorbé la
calcéine et que le colorant s’est diffusé à travers les premières rangées de cellules (23
A, flèche). Lorsque l’on observe la diffusion de la calcéine dans les cellules incubées
en présence d’1L-1f3 ou de TNFŒ, on remarque que cette diffusion s’étend sur un plus
grand nombre de cellules (23 B et C, flèches).
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C 3.5. EXPREsSION DE LA Cx43 ET DE SES FORMES PHOSPHORYLÉES DANS
L’HYPOPHYSE ANTÉREURE DE VISON
L’hypophyse antérieure est composé de cellules endocrines et non endocrines et ces
cellules sont reliées entre elles par des jonctions gap. Notre hypothèse est que cette
connexion par les jonctions gap entre les cellules de l’hypophyse antérieure permettrait
la synchronisation de la sécrétion hormonale de la glande (Fauqwer et col., 2002).
Puisque nos résultats démontrent une modulation de l’expression et de la localisation
de la Cx43 dans les cellules TtT/Gf, nous voulions savoir si des cytokines, hormones
ou autres molécules régulatrices de l’hypophyse antérieure seraient en mesure de
moduler l’expression de la Cx43 à l’intérieur de la glande. Des études antérieures de
notre laboratoire ont prouvé que l’expression de la Cx43 était modulée durant le cycle
annuel de reproduction du vison (Vitale et col., 2001). Nous avons donc recueilli des
hypophyses de vison mâles à différents mois de l’année et nous avons vérifié
l’expression de la NP-Cx43 et de la P-Cx43 pour chacun de ces mois. La figure 24
montre l’expression de la NP-Cx43 (A) et de la P-Cx43 (B) dans des hypophyses de
vison mâle recueillies la dernière semaine des mois de février, mai et août. Les
résultats démontrent que l’expression de la NP-Cx43 et très faible en février et qu’elle
augmente en mai et en août (figure 24 A). Les mêmes résultats sont obtenus avec P
Cx43 (figure 24 B). Les résultats de la P-Cx43 en mai et août suggèrent même la
présence d’une autre bande d’un poids moléculaire plus élevé (figure 24 B, flèche).
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Figure 1: Expression et localisation de la Cx43 non phosphorylée, mono- et di
phosphorylée dans les cellules TtT/GF.
Nous avons incubé des cellules TtT/GF dans du milieu d’incubation contenant 5%
de sérum pendant quatre jours. Nous avons ensuite préparé des fractions
membranaires (Mb) et cytosoliques (Cl) et nous avons effectué un
immunobuvardage avec l’anticorps anti-Pan-Cx43 (A). Nous avons aussi préparé
les cellules pour la microscopie à fluorescence et nous les avons marqués avec les
anticorps anti-Pan-Cx43 (B), anti-NP-Cx43 (C) et anti-P-Cx43 (D). Les résultats
en immunoburvardage démontrent que trois bandes électrophorétiques sont
visibles dans les deux fractions (A). La bande ayant migrée le plus rapidement
(bande du bas) correspond à la forme non phosphorylée (NP) de la Cx43 et les
deux autres représentent la Cx43 mono- (1P) et di- (2P) phosphorylée. Les
résultats en immunofluorescence sur le marquage de toutes les formes de la Cx43
montrent que cette protéine est associée à la membrane plasmique (flèches) et à la
région périnucléaire (tête de flèche). L’utilisation de l’anticorps anti-NP-Cx43
indique une association de la NP-Cx43 particulièrement dans la région
périnucléaire (C, tête de flèche) et une petite proportion du marquage est associée
à la membrane plasmique (C, flèche). Le marquage de la P-Cx43 est plutôt
membranaire (D, flèche) et une petite proportion du marquage est associée à la









Figure 2: Caractérisation de la localisation de la Pan-Cx43 dans les cellules
TtT-GF en présence ou en absence de sérum.
Les cellules TtT/Gf ont été mises en culture dans du milieu d’incubation
contenant 5% de sérum pendant 2 jours. Les cellules ont été par la suite incubées
pendant 2 jours dans un milieu contenant 5% de sérum (Sérum (+)) ou ne
contenant pas de sérum (Sérum (-)). Ensuite nous avons préparé les cellules pour
la microscopie à fluorescence et nous les avons doublement marquées avec
l’anticorps anti-Pan-Cx43 et la phalloïdine-rhodamine pour mettre en évidence la
localisation de la Cx43 par rapport à la forme cellulaire et aux filaments d’actine.
Le marquage Ô.e la Pan-Cx43 se situe dans la région périnucléaire (Pan-Cx43, tête
de flèche), à la membrane plasmique et à l’extrémité des filopodes des cellules
cultivées en présence de sérum (Pan-Cx43, flèches). L’absence de sérum affecte
la forme cellulaire. La cellule en présence de sérum est une cellule allongée
contenant de longs prolongements cytoplasmiques et de fins filaments d’actine
(actine, sérum (+)). En absence de sérum la cellule prend une forme polygonale et
les filaments sont plus abondants (actine, sérum (-)). L’absence de sérum n’affecte
pas la localisation de la Pan-Cx43 mais le marquage diminue dans la région







Figure 3 Distribution sous-cellulaire de la Pan-Cx43 dans les cellules TtT/GF.
Les cellules TtT/GF ont été mises en culture dans du milieu d’incubation
contenant 5% de sérum. Par la suite, les cellules ont été récupérées et brisées
mécaniquement. La préparation des fractions subcellulaires de réticulum
endoplasmique rugueux (RE), de Golgi (Golgi) de lysosomes (Lys) et de cytosol
(Cyt) de cellules TtT/GF s’est faite par plusieurs étapes de centrifugation (voir
Matériels et Méthodes). Les fractions sont ensuite préparées pour
l’immuobuvardage et sont révélées avec les anticorps anti-Lamp-1, anti-Calnexine
et anti-Pan-Cx43. Une révélation des échantillons avec l’anticorps anti-Lamp-1
indique que la majorité des lysosomes se retrouvent dans la fractions lysosomiale.
La révélation des échantillons avec le marqueur de RE permet de constater la
présence de microsomes dans toutes les fractions (Cainexine). Les résultats
démontrent qu’une grande majorité de la Pan-Cx43 se retrouve dans les
lysosomes. La Pan-Cx43 se retrouve également dans les fractions golgienne et du
réticulum endoplasmique.











Figure 4: Études en microscopie confocale sur la co-localisation de la NP
Cx43 avec le réticulum endop]asmique rugueux et les lysosomes dans les
cellules TtT/GF.
Nous avons incubé des cellules dans un milieu d’incubation contenant 5% de
sérum. Les cellules sont ensuite préparées pour la microscopie à fluorescence.
Les cellules du haut sont marquées à la fois par l’anticorps anti-NP-Cx43 (rouge)
et par l’anticorps anti-Cainexine pour visualiser le réticulum endoplasmique (vert).
Le double marquage (merged) indique qu’il n’y a aucune co-localisation entre la
NP-Cx43 et le réticulum endoplasmique. Les cellules du bas sont marquées avec
l’anticorps NP-Cx43 (rouge) et l’anticorps anti-Lamp-I (vert) représentant les
lysosomes. Le double marquage (merged) indique une co-localisation (jaune)




Figure 5 : Études en microscopie confoca]e sur la co-localisation de la NP
Cx43 avec le Golgi et le trans Golgi de cellules ItT/GF.
Nous avons incubé les cellules dans un milieu d’incubation contenant 5% de
sérum. Les cellules sont ensuite préparées pour la microscopie à fluorescence.
Les cellules du haut sont marquées par la lectine WGA (rouge) afin d’observer le
Golgi complet et par l’anticorps anti-NP-Cx43 (vert). Le double marquage
(merged) indique une faible co-localisation (jaune) entre le Golgi et la NP-Cx43
(tête de flèche). Les cellules du bas sont marquées avec l’anticorps NP-Cx43
(rouge) et l’anticorps TGN3$ (vert), un marqueur du trans Golgi. Le double
marquage (merged) indique que la NP-Cx43 co-localise partiellement (jaune) avec




Figure 6 : Effet de l’IL-1f3 sur l’expression de la NP-Cx43 et de la P-Cx43 dans
des fractions membranaires et cytosoliques de cellules TtT/GF.
Les cellules TtT/GF ont été incubées dans un milieu contenant 5% de sérum
pendant quatre jours. Les cellules sont ensuite traitées avec lOng/ml d’IL-1f3 pour
O (contrôle), 1h, 2h, 6h et 24h. Par la suite, les cellules sont récupérées et séparées
en fractions membranaires et cytosoliques et préparées pour l’immnubuvardage.
L’expression des formes non phosphorylée et phosphorylée en sérine 368 de la
Cx43 est révélée par les anticorps anti-NP-Cx43 et anti-P-Cx43. L’expression de
la NP-Cx43 des fractions membranaires augmente fortement après 1 heure
d’incubation avec l’JL-1f3 et diminue par la suite. L’expression de la P-Cx43
augmente après 2 heures d’exposition à l’JL-113 et cette expression diminue après 6
heures d’exposition. L’expression de la NP-Cx43 et de la P-Cx43 des fractions
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Figure 7 : Effet du TNFa sur l’expression de la NP-Cx43 et de la P-Cx43 dans
des fractions membranaires et cytosoliques de cellules TtT/GF.
Les cellules TtT/Gf ont été incubées dans un milieu contenant 5% de sérum
pendant quatre jours. Les cellules sont ensuite traitées avec 25ng/ml de TNFcL
pour une durée de O (contrôle), 1h, 2h, 6h et 24h. Par la suite, les cellules sont
récupérées et séparées en fractions membranaires et cytosoliques et préparées pour
l’immnubuvardage. L’expression de la NP-Cx43 dans la fraction membranaire
augmente après 1 heure d’exposition au TNFŒ. L’expression de la P-Cx43 des
fractions membranaires augmente après 1 et 2 heures d’exposition au TNFci. et
diminue après 6 heures d’exposition. L’expression de la NP-Cx43 des fractions
cytosoliques augmente après 2 heures d’exposition et diminue après 6 heures
d’exposition au TNFa. L’expression de la P-Cx43 des fractions cytosoliques
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Figure 8: Effet de l’IL-13 sur la localisation de la NP-Cx43 et de la P-Cx43
dans les cellules TtT/GF.
Les cellules TtT/GF ont été incubées dans un milieu contenant 5% de sérum
pendant quatre jours. Les cellules sont ensuite incubées avec lOng/ml d’IL-1f3
pour O (contrôle), 1h, 2h, 6h et 24h avant d’être préparées pour le double
marquage NP-Cx43 et P-Cx43 en microscopie à fluorescence. Les figures du haut
représentent le marquage de la NP-Cx43. Le marquage de la NP-Cx43 dans la
région périnucléaire augmente après 1 heure d’exposition et se poursuit à 2 heures
(têtes de flèche). Les figures du bas représentent le marquage de la P-Cx43 des
mêmes cellules. Le marquage de la P-Cx43 augmente dans la région périnucléaire
après 1 à 2 heures d’exposition (têtes de flèche) et la localisation de la P-Cx43 à la






Figure 9: Effet du TNTŒ sur le marquage et la localisation de la NP-Cx43 et
de la P-Cx43 dans les cellules TtT/GF.
Les cellules TtT/Gf ont été incubées dans un milieu contenant 5% de sérum
pendant quatre jours. Les cellules sont ensuite incubées en présence de 25ngIml
de TNFa pour O (contrôle), 1h, 2h, 6h et 24h avant d’être doublement marquées
avec les anticorps anti-NP-Cx43 et anti-P-Cx43 pour la microscopie à
fluorescence. Les figures du haut représentent le marquage de la NP-Cx43. Le
marquage de la NP-Cx43 dans la région périnucléaire augmente après 1 heure
d’incubation au TNFŒ et se poursuit jusqu’à 6 heures d’exposition (têtes de
flèche). Les figures du bas représentent le marquage de la P-Cx43. Ce marquage
augmente à la membrane plasmique et dans le cytosol après 2 heures d’exposition
au TNFŒ et jusqu’à 6 heures d’exposition (flèches).














Figure 10 : Études en microscopie confocale sur l’effet de l’IL-1f3 sur la co
localisation de la NP-Cx43 et de la P-Cx43 dans les cellules TtT/GF.
Nous avons incubé des cellules dans un milieu d’incubation contenant 5% de
sérum pendant quatre jours. Les cellules sont par la suite exposées à lOngIml
d’IL-1f3 pendant des périodes de O (contrôle), 1h, 2h, 6h et 24h. Les cellules sont
ensuite préparées pour la microscopie à fluorescence et marquées avec l’anticorps
anti-NP-Cx43 (rouge) et avec l’anticorps P-Cx43 (vert). Le double marquage des
deux anticorps (merged) indique qu’il y a de la co-localisation (jaune) entre la NP
Cx43 et la P-Cx43 à la membrane plasmique (tête de flèche) et parfois dans la
région périnucléaire (flèche).

















figure 11 : Études en microscopie confocale sur l’effet du TNFa sur la co
localisation de la NP-Cx43 et de la P-Cx43 dans les cellules TtT/GF.
Nous avons incubé des cellules dans un milieu d’incubation contenant 5% de
sérum pendant quatre jours. Les cellules sont par la suite exposées à 25ng/ml de
TNFŒ pendant des périodes de O (contrôle), 1h, 2h, et 6h. Les cellules sont ensuite
préparées pour la microscopie à fluorescence et marquées avec l’anticorps anti
NP-Cx43 (rouge) et avec l’anticorps P-Cx43 (vert). Le double marquage des deux
anticorps (merged) indique qu’il y a de la co-localisation (jaune) entre la NP-Cx43
















Figure 12 : Étude en microscopie confocale sur l’effet de l’IL-13 et du TNFŒ
sur la co-localisation de la NP-Cx43 et de TGN3$ dans des cellules TtT/GF.
Nous avons incubé des cellules dans un milieu d’incubation contenant 5% de
sérum pendant quatre jours. Les cellules sont par la suite exposées à 10 ng/ml
d’IL-1f3 pendant des périodes de O (contrôle) 1h et 2h ou à 25 ng/ml de TNFŒ
pendant des périodes de O (contrôle) et 2h. Les cellules sont ensuite préparées
pour la microscopie à fluorescence et marquées avec l’anticorps anti-NP-Cx43
(rouge) et avec l’anticorps TGN38 (vert) un marqueur de trans Golgi. Aucune
augmentation du marquage au niveau du trans Golgi n’est observée suite au
traitement de 2 heures des cellules aux cytokines pro-inflammatoires.
NP-Cx43 TGN38 Merged
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figure 13 : Étude en microscopie confocale sur l’effet de l’IL-1E3 sur la co
localisation de la NP-Cx43 et de Lamp-1 dans des cellules TtT/GF.
Nous avons incubé des cellules dans un milieu d’incubation contenant 5% de
sérum pendant quatre jours. Les cellules sont par la suite exposées à 1 OngIml
d’IL-1f3 pendant des périodes de O (contrôle), 1h, 2h, 6h et 24h. Les cellules sont
ensuite préparées pour la microscopie à fluorescence et marquées avec l’anticorps
anti-NP-Cx43 (rouge) et avec l’anticorps anti-Lamp-1 (vert) un marqueur de
lysosomes. La co-localisation des deux anticorps (jaune) indique que l’exposition
des cellules à l’1L-113 augmente la co-localisation de la NP-Cx43 avec les
lysosomes particulièrement après 24h d’exposition (flèches).
















Figure 14: Étude en microscopie confocale sur l’effet du TNFŒ sur la co
localisation de la NP-Cx43 et de lamp-1 dans les cellules TtI/GF.
Nous avons incubé des cellules dans un milieu d’incubation contenant 5% de
sérum pendant quatre jours. Les cellules sont par la suite exposées à 25ng/ml de
TNFŒ pendant des périodes de O (contrôle), 1h, 2h, 6h et 24h. Les cellules sont
ensuite préparées pour la microscopie à fluorescence et marquées avec l’anticorps
anti-NP-Cx43 (rouge) et avec l’anticorps anti-Lamp-1 (vert) un marqueur de
lysosomes. La co-localisation des deux anticorps (jaune) indique que l’exposition
des cellules au TNFa augmente la co-localisation de la NP-Cx43 avec les

















figure 15 : Effet de la cyclohexïmide sur la localisation de la NP-Cx43 dans les
cellules TtT/GF traitées ou non avec l’IL-1f3 ou le TNFa..
Les cellules TtT/Gf ont été incubées dans un milieu contenant 5% de sérum
pendant quatre jours. Les cellules ont ensuite été incubées en absence (CHX (-))
ou en présence (CIIX (+)) de 2ojig/ml de cycloheximide pendant 30 minutes avant
d’être exposées ou non à lOng/ml d’IL-1f3 ou 25 nglml de TNFŒ pendant une
période de 2 heures. Par la suite, les cellules sont préparées pour la microscopie à
fluorescence et marquées avec l’anticorps anti-NP-Cx43. La présence de
cycloheximide diminue le marquage de la NP-Cx43 dans la région périnucléaire.
L’augmentation du marquage de la NP-Cx43 dans la région périnucléaire induite
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Figure 16 : Effet de la cycloheximide sur le marquage et la localisation de la P
Cx43 dans les cellules TtT/GF traitées ou non avec l’IL-1J3 ou le TNFŒ.
Les cellules TtT/GF ont été incubées dans un milieu contenant 5% de sérum
pendant quatre jours. Les cellules ont ensuite été incubées en absence (CHX (-))
ou en présence (CNX (+)) de 20jig/ml de cycloheximide pendant 30 minutes avant
d’être exposées ou non à lOng/ml d’IL-1f3 ou 25 ng/ml de TNFŒ pendant une
période de 2 heures. Par la suite, les cellules sont préparées pour la microscopie à
fluorescence et marquées avec l’anticorps anti-P-Cx43. Le marquage de la P
Cx43 dans les cellules contrôle CHX (+) est plus faible à la membrane plasmique
que dans les cellules contrôle CHX (-). Par contre, le niveau d’expression de la P
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Figure 17 : Effet de la cycloheximide sur l’expression de la NP-Cx43 dans des
fractions membranaires et cytosoliques de cellules TtT/GF.
Les cellules TtT/GF ont été incubées dans un milieu contenant 5% de sérum
pendant quatre jours. Les cellules ont ensuite été incubées en absence (CHX (-))
ou en présence (CHX (+)) de 20j.tg/ml de cycloheximide pendant 30 minutes avant
d’être traitées ou non avec lOng/ml d’IL-1f3 ou 25 ng/ml de TNFŒ pendant une
période de 2 heures. Par la suite, les cellules sont récupérées et séparées en
fractions membranaires et cytosoliques qui sont préparées pour
l’immnubuvardage. L’intensité des bandes correspondant à la NP-Cx43 dans
chacune des conditions a été mesurée par densitométrie pour obtenir un graphique.
Nous avons déterminé l’intensité de la bande des cellules contrôle comme étant
égale à 1. Chacune des valeurs du graphique provient d’au moins 3 expériences.
Les résultats démontrent que dans les fractions membranaires Mbc CHX (+), la
présence de cycloheximide diminue l’expression de la NP-Cx43 par rapport au
contrôle Mbc chx (-) (#, P <0.02). La présence d’IL-1f3 ou de TNFŒ empêche la
diminution induite par la cycloheximide dans les fractions membranaires. Dans
les fractions cytosoliques de cellules contrôle (Clc), la cycloheximide ne diminue
pas significativement l’expression de la NP-Cx43 mais cette diminution est
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Figure 18: Effet de la cycloheximide sur l’expression de la P-Cx43 dans des
fractions membranaires et cytosoliques dc cellules ItT/GF.
Les cellules TtT/GF ont été incubées dans un milieu contenant 5% de sérum
pendant quatre jours. Les cellules ont ensuite été incubées en absence (CHX t-))
ou en présence (CHX (+)) de 20.tg/ml de cycloheximide pendant 30 minutes avant
d’être traitées ou non avec lOng/ml d’IL-1J3 ou 25 ng’ml de TNFŒ pendant une
période de 2 heures. Par la suite, les cellules sont récupérées et séparées en
fractions membranaires et cytosoliques qui sont préparées pour
l’immnubuvardage. L’intensité des bandes correspondant à la P-Cx43 dans
chacune des conditions a été mesurée par densitométrie pour obtenir un graphique.
Nous avons déterminé l’intensité de la bande des cellules contrôle comme étant
égale à 1. Chacune des valeurs du graphique provient d’au moins 3 expériences.
Dans les fractions membranaires des cellules contrôle (Mb C), la présence de
cycoheximide diminue l’expression de la P-Cx43 (#, P <0.05) mais la présence
d’1L-1f3 ou de TNFŒ empêche cette inhibition. Dans les fractions cytosoliques
(Cl), la cycloheximide diminue l’expression de la P-Cx43 dans les cellules
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figure 19: Effet de la leupeptine sur la localisation de la NP-Cx43 dans les
cellules TtT/GF traitées ou non avec i’IL-1f3 ou Je TNFŒ.
Les cellules TtT/GF ont été incubées dans un milieu contenant 5% de sérum
pendant quatre jours. Nous avons incubé des cellules en absence ou en présence
de 100!.IM de leupeptine pendant une période de 30 minutes avant de les exposer
ou non pendant 2 heures aux cytokines IL-1f3 ou TNFŒ. Nous avons ensuite
préparé les cellules pour la microscopie à fluorescence et nous avons marqué les
cellules avec des anticorps anti-NP-Cx43 et anti-Lamp-1. La comparaison du
marquage dans les cellules contrôle Leup (-) et Leup (+) pennet de constater que
l’intensité du marquage de la NP-Cx43 de même que sa localisation ne changent
pas en présence de leupeptine. La leupeptine ne modifie pas l’augmentation de
l’intensité du marquage de la NP-Cx43 induite par les cytokines IL-1J3 ou TNFŒ
dans la région périnucléaire. Par contre, en présence des cytokines, on remarque
que l’intensité du marquage de la NP-Cx43 au niveau de la membrane aux
contacts cellulaires augmente (NP-Cx43, IL-1f3 et TNFŒ, Leup (+), flèches). Le
double marquage effectué avec la protéine iamp-i suggère une co-localisation

































Figure 20: Effet de la leupeptine sur la localisation de la P-Cx43 dans les
cellules TtT/GF traitées ou non avec l’IL-1f3 ou le TNFct.
Les cellules TtT/GF ont été incubées dans un milieu contenant 5% de sérum
pendant quatre jours. Nous avons incubé des cellules TtT/GF en absence ou en
présence de 100iM de leupeptine pendant une période de 30 minutes avant de les
exposer ou non pendant 2 heures à 10 ngfml d’IL-1f3 ou 25 ng/ml de TNFŒ. Nous
avons ensuite préparé les cellules pour la microscopie à fluorescence et nous avons
marqué les cellules avec l’anticorps anti-P-Cx43. Les résultats du marquage de la
P-Cx43 démontrent que la leupeptine augmente l’intensité du marquage de la P
Cx43 à la membrane plasmique par rapport aux cellules contrôle Leup (-) et IL-1
Leup (-) (flèches). Dans les cellules incubées en présence de TNFŒ, cette









Figure 21: Effet de la lactacystine sur la localisation de la NP-Cx43 dans les
cellules TtT/GF traitées avec l’1L-1f3 ou le TNFa.
Les cellules TtT/GF ont été incubées dans un milieu contenant 5% de sérum
pendant quatre jours. Nous avons ensuite incubé les cellules en présence ou en
absence de 15iM de lactacystine pendant 30 minutes avant d’incuber les cellules
en présence ou en absence de 10 ng/ml d’IL-1f3 ou de 25 ng/ml de TNFa. Nous
avons ensuite préparé les cellules pour la microscopie à fluorescence et effectué un
marquage avec les anticorps anti-NP-Cx43 et anti-lamp-l. Dans les cellules
incubées en présence de lactacystine (Lac (+)), il semble avoir très peu de
changements au niveau de la localisation de la NP-Cx43 dans la région
périnucléaire pas rapport aux cellules Lac (-). La présence de cytokines n’a pas
non plus d’influence sur la localisation et l’expression de la NP-Cx43 dans la
région périnucléaire en présence de lactacystine. Une accumulation de la NP
Cx43 à la membrane plasmique est observée dans les cellules contrôle Lac (+)
(figure 21, NP-Cx43, Lac (+), flèche). Par contre, en présence des cytokines, les
cellules Lac (+) ne présentent pas d’accumulation de NP-Cx43 à la membrane
plasmique par rapport aux cellules Lac (-). Le double marquage effectué avec la


































figure 22: Effet de la lactacystine sur la localisation de la P-Cx43 dans les
cellules TtT/GF traitées ou non avec l’IL-1f3 ou le TNFa..
Les cellules TtT/Gf ont été incubées dans un milieu contenant 5% de sérum
pendant quatre jours. Nous avons ensuite incubé les cellules en présence ou en
absence de 15j.tM de lactacystine pendant 30 minutes avant d’incuber les cellules
en présence ou en absence de 10 ng/ml d’IL-1v ou de 25 nglml de TNFa. Nous
avons ensuite préparé les cellules pour la microscopie à fluorescence et effectué un
marquage avec l’anticorps anti-P-Cx43. Les résultats sur le marquage de la P
Cx43 sur les cellules contrôle en présence ou en absence de lactacystine
démontrent une augmentation de l’intensité du marquage de la P-Cx43 à la
membrane plasmique dans les cellules contrôle Lac (+) par rapport aux cellules
contrôle Lac (-). L’augmentation de l’expression de la P-Cx43 à la membrane
plasmique en présence de lactacystine est aussi observée dans les cellules IL-W







figure 23 Effet de I’IL-1f3 et du TNFŒ sur la communication intercellulaire
des cellules TtT/GF.
Nous avons incubé les cellules dans un milieu d’incubation contenant 5% de
sérum pendant 4 jours. Les cellules sont ensuite exposées ou non à lOng/ml d’IL
1f3 ou 25 nglml de TNFŒ pendant une période de 2 heures. Après l’exposition,
nous avons effectué trois rayures parrallèles sur la lamelle avec une aiguille et
nous avons incubé les cellules en présence de 0.5mM de calcéine à 4°C pendant 15
minutes. Les cellules sont ensuite fixées à la formaldéhyde puis préparées pour la
microscopie à fluorescence. Les résultats démontrent qu’en absence de cytokines,
les cellules brisées de même que quelques rangées de cellules ont reçu la calcéine
(A, flèche). En présence d’IL-1f3 (B) ou de TNFix (C), la calcéine diffuse par les
jonctions gaps jusqu’à des cellules plus éloignées par rapport au contrôle (flèches).
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Figure 24: Variation de l’expression de la NP-Cx43 et de la P-Cx43 dans
l’hypophyse antérieure du vison durant le cycle annuel reproductif.
Nous avons recueillie des hypophyses de vison mâles pendant la dernière semaine
du mois de février, mai et août et nous avons vérifié l’expression de la NP-Cx43
(A) et de la P-Cx43 (B) pour chacun de ces mois par immunobuvardage. Les
résultats démontrent que l’expression de la NP-Cx43 et très faible en février et
qu’elle augmente en mai et en août. L’expression de la P-Cx43 est aussi faible en
février et augmente en mai et en août. Les immunobuvardages de la P-Cx43 en









Il existe une étroite relation entre le système endocrinien et le système immunitaire
chez les mammifères (Renner et col. 199$). Les cytokines sont capables de moduler
la sécrétion des cellules endocriniennes et, en retour, les hormones peuvent induire la
production de cytokines par les cellules du système immunitaire. Toutes les cellules
de l’hypophyse antérieure possèdent des récepteurs à cytokines (Kariagina et col.,
2004). De plus, les cellules F8 lient et sécrètent des cytokines et autres molécules
capables de moduler de façon paracnne la sécrétion des cellules endocrines de
l’hypophyse antérieure (Schwartz, 2000). Aussi, les cellules f8 sont reliées entre
elles par des jonctions gap composées de Cx43 formant ainsi un réseau de
communication en trois dimension à l’intérieur de la glande (Fauquier et col., 2002).
Notre laboratoire a démontré que durant le cycle annuel reproductif du vison, il existe
une relation entre l’expression de la Cx43 dans l’hypophyse antérieure et la sécrétion
de prolactine (Vitale et col., 2001). Dans la présente étude, nous avons démontré que
les cytokines pro-inflammatoires IL-1 et TNFa modulent l’expression et la
localisation de la Cx43 dans les cellules TtT/GF, une lignée de cellules fS. Cette
modulation de la Cx43 implique une modification de la communication intercellulaire
entre les cellules TtT/GF. Les cellules F8 seraient donc en mesure d’établir une
synchronisation de la sécrétion des hormones hypophysaires durant la réaction
inflammatoire.
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4.1. CARACTÉRISATION GÉNÉRALE DE LA Cx43 DANS LES CELLULES Tfl’/GF
A) Expression et localisation de la Cc43 dans les cellules TÉT/GF
Nous avons utilisé la lignée cellulaire TtT/GF comme modèle expérimental car cette
lignée est reconnue pour ses caractéristiques similaires à celles des cellules FS de
l’hypophyse antérieure (moue et col., 1992). Nos résultats indiquent que les cellules
TtT/GF expriment, tout comme les cellules F$, la Cx43 et que les cellules TtT/GF
sont en mesure de former entre elles des jonctions gap fonctionnelles. Nos résultats
en immunobuvardage indiquent que dans les cellules TtT/GF la Cx43 se trouve sous
sa forme non-phosphoiylée (NP) et sous les formes mono- (1P) et di- (2P)
phophorylées. Lorsque l’on observe en microscopie à fluorescence la localisation
générale de la Cx43 (Pan-Cx43), nos résultats indiquent la présence de Cx43 1) dans
le cytoplasme, particulièrement dans la région périnucléaire, 2) sur la membrane
plasmique aux contacts cellulaires, 3) sur la membrane plasmique en dehors des
contacts cellulaires (hémicannaux).
En utilisant un anticorps qui ne reconnaît que la Cx43 non phosphorylée en
sérine 36$ (NP-Cx43) nous avons démontré que cette forme est principalement
localisée dans la région pénnucléaire. La NP-Cx43 est aussi localisée à la membrane
plasmique aux contacts cellulaires et également sous forme d’hémicannaux libres à la
membrane plasmique. Ces résultats suggèrent que la phosphorylation de la Cx43
n’est pas requise pour la migration de la Cx43 à la membrane plasmique. Toutefois,
l’anticorps NP-Cx43 n’exclue pas une phosphoiylafion ailleurs sur le segment C-
terminal cytosolique de la Cx43. C’est pourquoi nous pouvons affirmer que la
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(J phosphorylation de la sérine 36$ de la Cx43 n’est pas une étape essentielle à la
migration de la protéine vers ta membrane plasmique. L’anticorps utilisé contre la
Cx43 non phosphorylée en sérine 36$ (NP-Cx43) peut correspondre en partie à une
Cx43 phosphorylée sur un autre site de phosphorylafion de la protéine. Cette
possibilité pourrait aussi expliquer la présence de la NP-Cx43 à la membrane
plasmique. La sérine 368 de la Cx43 est reconnue pour être la principale cible de la
PKC (Lampe et col., 2000, Bao et col., 2003). Une étude a démontré que la
phosphorylation sur la sérine 364 par la PKÀ est nécessaire pour permettre à la PKC
d’effectuer d’autres phosphorylations sur la Cx43 (Shah et col., 2002). Toutefois la
PKC serait en mesure, mais à un degré moindre, de phosphoryler la Cx43 même s’il
n’a pas de phosphorylation ailleurs sur la protéine (Shah et col., 2002). La présence
de NP-Cx43 à la membrane plasmique pourrait donc correspondre à une Cx43
dépourvue de phosphorylation ou ayant une phosphorylation sur un autre site ailleurs
sur la partie C-terminale de la protéine.
Quant à la Cx43 phosphoiylée en sérine 36$ (P-Cx43), celle-ci est localisée en
majorité à la membrane plasmique et légèrement dans la région périnucléaire. Notons
que la P-Cx43 se retrouve aux contacts cellulaires mais qu’elle est également localisée
en dehors des contacts cellulaires sous forme d’hémicannaux.
Puisque les formes NP-Cx43 et P-Cx43 se retrouvent toutes deux à la
membrane plasmique, il est possible que les hémicannaux et les jonctions gap à la
surface des cellules présentent différentes conductances. La mutation de la sérine 36$
empêche la diminution de la conductance de la Cx43 induite par des esters phorbols
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(J comme le TPA, un activateur de la PKC (Lampe et col., 2000). La présence de la
sérine 368 est requise pour favoriser la diminution de la conductance de la Cx43 mais
sa phosphorylation n’entraîne pas automatiquement une diminution de la
communication intercellulaire. L’assemblage des connexons en jonction gap, la
phosphorylation de la Cx43 sur d’autres sites de phosphorylation et la dégradation des
connexines sont également des mécanismes qui modulent la conductance des
jonctions gap (Lampe et col., 2000).
B) Influence desfacteurs sériques sur l’expression de la Pan-Cx43
L’incubation des cellules en absence de sérum pennet d’étudier l’impact de facteurs
sériques sur l’expression et la localisation de la Cx43. Les résultats démontrent que
même si l’absence de sérum provoque un changement dans la forme cellulaire,
l’absence de sérum n’a pas d’influence sur la localisation de la Cx43. La Cx43 se
retrouve encore dans la région périnucléaire et à la membrane plasmique. La
localisation de la Cx43 à la membrane plasmique se situe principalement aux contacts
cellulaires. Par contre, la quantité de Cx43 associée à la région pénnucléaire chute par
rapport aux cellules incubées en présence de séruni Cette diminution de marquage de
la Pan-Cx43 dans la région périnucléaire peut être le résultat de la diminution de la
synthèse de la Cx43 occasionnée par le manque de sérum combiné à la dégradation de
la protéine par la voie des lysosomes ou des protéasomes. L’absence de sérum n’est
toutefois pas en mesure de diminuer la présence de la Cx43 à la membrane plasmique
lorsqu’il y a contact cellulaire. Tous ces résultats semblent démontrer que l’absence
de sérum provoque une réduction de la transcription des protéines ce qui inclut la
Cx43. La stimulation de la synthèse ou l’inhibition de la dégradation sont des
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mécanismes que la cellule utilise souvent pour prolonger la demie-vie de ses
protéines. La persistance de la Cx43 à la membrane plasmique en absence de sérum
pouffait indiquer qu’une partie de la Cx43 dans la région pénnucléaire a migré vers la
membrane plasmique. fi se peut également que le stress induit par l’absence de sérum
augmente la stabilité de l’ARNm de la Cx43 ou encore la stabilité de la protéine à la
membrane empêchant ainsi sa dégradation. Des études ont prouvé que la mutation de
la tyrosine 286 de la Cx43 (faisant partie d’un motif riche en résidus tyrosine et
proline sur la partie C-terminale de la protéine) prolongeait la demie-vie de la protéine
en empêchant son intemalisation et sa dégradation par les lysosomes ou les
protéasomes (Thomas et col., 2003). Il est possible que l’absence de sérum empêche
les jonctions gap formées de Cx43 d’être ciblées et dégradées par les voies de
dégradation des lysosomes et des protéasomes.
Le double marquage de la Pan-Cx43 avec les filaments d’actine indique que la
Cx43 à la membrane plasmique se retrouve aux extrémités des prolongements
cytoplasmiques des cellules TtT/GF. De plus, si!’ on compare les filaments d’ actine
en présence et en absence de sérum, on peut noter que les filaments d’actine sont plus
épais en absence de sérum. Des recherches ont révélé que la déstabilisation de
l’actine par l’utilisation d’anticorps contre l’actine provoque une diminution de la
communication intercellulaire et une diminution de la translocation de la Cx43 du
Golgi vers la membrane plasmique (Theiss et Meller, 2002). De plus, il est possible
que des protéines de liaison à l’actine interviennent dans la stabilisation de la Cx43 à
la membrane plasmique. Par exemple la debrine, une protéine de liaison à 1’ actine,
possède un domaine de liaison avec la partie C-terminale cytosolique de la Cx43
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C (Butkevich et col., 2004). Une inhibition de la traduction de debrine occasionne une
perturbation du couplage des connexons en jonction, de l’intemalisation des jonctions
et de la dégradation de la Cx43 (Butkevich et col., 2004). fi est possible que la
stabilisation des filaments d’actine et des protéines qui interagissent avec la Cx43
provoque la transiocation de la Cx43 vers la membrane plasmique et la stabilisation de
la Cx43 à la membrane. Ce phénomène pourrait expliquer pourquoi la Cx43 dans la
région pénnucléaire diminue alors que la présence de la Cx43 reste stable à la
membrane plasmique en absence de sérum
Q Localisation subcellulaire de la Cr43 dwis tes cellules TtT/GF
L’étude du fractionnement subcellulaire de cellules TtT/Gf cultivées en présence de
sérum indique que la majeure partie du marqueur des lysosomes, lamp-1, se retrouve
dans la fraction lysosomiale. Toutefois, une petite proportion de lamp-1 est associée à
la fraction golgienne. Le marqueur du réticulum endoplasmique, la cainexine, est
associé à toutes les fractions ce qui indique que des microsomes originaires du
réticulum endoplasmique se sont dispersés dans toutes les fractions. L’absence de
marqueur de Golgi en immunobuvardage ne nous a pas permis de vérifier s’il existe
une contamination du Golgi dans les autres fractions.
En réalisant des études de fractionnement subceflulaire, nous avons trouvé que
la Pan-Cx43, qui représente les formes non phosphoiylée et phosphorylées de la Cx43,
est peu abondante dans la fraction cytosolique. Par contre, on retrouve les formes
phosphorylées et particulièrement la forme non phosphorylée de la Pan-Cx43 dans les
fractions du réticulum endoplasmique rugueux (RE), et du Golgi. On observe
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(E également une forte association des formes non phosphoiylée et phosphorylées dans la
fraction lysosomiale.
En comparant les résultats obtenus par fractionnement subcellulaire avec les
résultats en microscopie confocale, on observe que la NP-Cx43 et la calnexine ne
présentent pas la même distribution à l’intérieur de la cellule en microscopie
confocale. En effet, aucune co-localisation entre la NP-Cx43 ou la P-Cx43 et le
marqueur de RE cainexine n’a été observée en microscopie confocale. Cette absence
de co-localisation entre la Cx43 et le réticulum endoplasmique semble indiquer que la
présence de la Pan-Cx43 observée dans la fraction RE du fractionnement subcellulaire
provient d’une contamination de la fraction. L’absence de lamp-1 dans la fraction du
RE indique que l’expression de la Pan-Cx43 dans la fraction du RE ne provient pas
d’une contamination lysosomiale. Il est possible que la présence de la Pan-Cx43 dans
la fraction RE provienne d’une contamination golgienne car nous avons observé une
légère co-localisation entre l’appareil de Golgi (et plus particulièrement le trans
Golgi) et la NP-Cx43 en microscopie confocale. Toutefois, l’absence de marqueur de
Golgi en inununobuvardage ne permet pas de confirmer cette hypothèse.
L’association élevée de toutes les formes non phosphorylée et phosphoiylées
de la Pan-Cx43 dans la fraction lysosomiale du fractionnement subcellulaire indique
que la voie de dégradation par les lysosomes est largement utilisée chez les cellules
TtT/GF pour dégrader la Cx43. Les résultats sont confirmés en microscopie confocale
car ils démontrent également une co-localisation partielle entre la NP-Cx43 et les
lysosomes.
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C” Les formes non phosphorylée (NP), mono- (1?) et di- (2P) phosphorylées de la
Cx43 se retrouvent dans toutes les fractions subcellulaires. Aussi, la forme NP de la
Cx43 semble être dominante dans les fractions du RE et du Golgi alors que toutes les
formes sont largement représentées dans les lysosomes. Ces résultats indiquent que
l’intemalisation de la jonction gap dans les cellules TtT/GF et la fusion des
endosomes avec les lysosomes pour la dégradation de la Cx43 précèdent la
déphosphoiylation de la Cx43.
Les résultats en fractionnement subcellulaire ne permettent pas de confirmer la
présence de Pan-Cx43 dans la fraction golgienne. Par contre, la microscopie
confocale démontre que la NP-Cx43 co-localise en partie avec les marqueurs de Golgi
WGA et TGN3$. Ces résultats démontrent que pour la Cx43, la voie de sécrétion
implique un passage par le Golgi et le trans Golgi avant de se diriger vers la
membrane plasmique. Par contre, aucune co-localisation n’a été observée entre la P
Cx43 et la calnexine et les marqueurs de Golgi en microscopie à fluorescence. La
présence de formes phosphoiylées de la Cx43 dans les fractions RE et Golgi du
fractionnement subcellulaire indique que la Cx43 peut être phosphoiylée avant
d’atteindre la membrane plasmique mais que cette phosphotylation ne se situe pas sur
la sérine 36$.
‘1$
C 4.2. MODULATION DE LA NP-Cx43 ET DE LA P-Cx43 DANS LES CELLULES TTT/GF
PAR DES CYTOKINES PRO-INFLAMMATOIRES.
A) Effet des cytokines pro-inflammatoires sur l’expression et la localisation de la
Cx43.
Nos résultats expérimentaux indiquent que l’IL-l 3 et le TNFŒ augmentent
l’expression de la Cx43 dans les cellules TtT/GF. En immunobuvardage, le traitement
des cellules avec ces cytokines augmente l’expression de la NP-Cx43 après 1 heure
d’exposition à l’fL-1J3 et au TNFŒ dans la fraction membranaire. L’augmentation de
l’expression de la P-Cx43 dans la fraction membranaire se produit après 2 heures de
traitement à l’IL-l et après 1 à 2 heures de traitement au TNFa. Le taux de la NP
Cx43 et de la P-Cx43 augmente dans la fraction cytosolique après 2 à 6 heures
d’exposition à l’IL- I 3. Le traitement des cellules au TNFŒ augmente l’expression de
la NP-Cx43 dans la fraction cytosolique après 2 heures d’exposition et celle de la P
Cx43 après 2 à 6 heures d’exposition au TNFŒ. En immunofluorescence,
l’augmentation du marquage de la NP-Cx43 et de la P-Cx43 dans la région
pénnucléaire se produit après 1 à 2 heures d’exposition à l’IL-1f3 et se poursuit avec
moins d’intensité jusqu’à 6 heures d’exposition. La présence de la P-Cx43 à la
membrane plasmique augmente après 6 heures d’exposition aux cytokines. Le
traitement des cellules TtT/Gf avec le TNFŒ augmente la présence de la NP-Cx43
dans la région périnucléaire pendant une période de 1 à 6 heures. Le marquage de la
P-Cx43 à la membrane plasmique augmente de 2 à 6 heures après exposition au
TNFa.
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D’après plusieurs recherches concernant l’expression de la Cx43 lors de la
réaction inflammatoire, il semble que l’influence des cytokines pro-inflammatoires sur
le niveau d’expression de la Cx43 dépend du type cellulaire et donc de différentes
voies de signalisation. Dans les cellules cardiaques, l’induction de l’inflammation par
l’exposition des cellules au LPS (lipopolysaccharide, un antigène bactérien), et au
TNFŒ réduit l’expression de la Cx43 au niveau transcriptionnel (Fernandez-Cobo et
col., 1999). Par contre, on observe une augmentation de l’expression de la Cx43 dans
les cellules du rein et des poumons lorsque celles-ci sont exposées au LP$ ou à l’IL
13 (Fernandez-Cobo et col., 1998). La transfection de Cx43 dans des cellules Hela
permet de constater que le niveau d’expression de la Cx43 peut être augmenté via les
voies adénylyl cyclase (AC)/AMPc/PKA, PKC et par la voie impliquant les récepteurs
TNF via les protéines TRAFs et la p3$-MAP-ldnase ($alameh et col. 2003).
Nos résultats démontrent que des cytokines pro-inflammatoires impliquées
dans la réponse inflammatoire augmentent l’expression de la Cx43 dans les cellules
TtT/GF. De plus, l’étude cinétique en microscopie confocale de l’effet des cytokines
IL-1 et TNFŒ sur la localisation de la NP-Cx43 et de la P-Cx43 indique qu’il y a
également co-localisation entre la NP-Cx43 et la P-Cx43 pendant le traitement. Cette
co-localisation a lieu majoritairement sur la membrane plasmique et à un degré
moindre dans la région périnucléaire. La présence d’IL-1w semble augmenter la co
localisation de la NP-Cx43 et de la P-Cx43 dans la région pénnucléaire après 6 heures
d’induction. Par contre, le TNFa ne semble pas avoir d’influence sur le taux de co
localisation de la NP-Cx43 et de la P-Cx43.
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L’observation en microscopie confocale de la co-localisation de la Cx43 non
phosphorylée en sérine 36$ (NP-Cx43) avec la Cx43 phosphorylée en sérine 368 (P
Cx43) sur la membrane plasmique et dans la région pénnucléaire des cellules TtT/Gf
semble de prime abord contradictoire. Toutefois, un connexon est formé de six
connexines et il n’est pas exclu qu’un même connexon soit formé de plusieurs
connexines présentant différents états de phosphoiylation. Ces différents états de
phosphorylation de la connexine pouffaient intervenir dans la modulation de la
conductance de l’hémicannal ou de la jonction gap et ainsi permettre une régulation de
la communication intercellulaire. Une étude démontre que la phosphoiylation de la
sérine 36$ de la Cx43 par la PKC induit un changement de conformation de la Cx43
(Bao et col.. 2004). Si on considère que la phosphoiylation de la Cx43 permet que
chaque connexine présente sa conformation propre, ce phénomène pourrait donner
lieu à une modification de la conductance au niveau du connexon ou de la jonction
gap.
B) Effet de la cyclohexinude sur l’expression de ta NP-Ct43 et de la P-Cv43 dans
les cellules T.tT/GF.
La communication intercellulaire peut être influencée par la demie-vie de la
connexine, c’est-à-dire par la régulation de la synthèse et/ou de la dégradation de la
protéine. Nos résultats indiquent que les cytokines pro-inflammatoires augmentent la
concentration de NP-Cx43 et de la P-Cx43 dans les cellules TtT/GF. Cette
augmentation pourrait être due à une stimulation de la synthèse de la protéine, à une
stimulation de son « turnover» ou bien à une altération de sa dégradation. Pour
élucider la/lesqueiles de ces possibilités avait lieu lors de l’incubation des cellules
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TtT/GF avec les cytokines, nous avons étudié en premier lieu la possibilité d’une
stimulation de la synthèse de la Cx43.
La cycloheximide (CHX) est un inhibiteur de la synthèse des protéines.
L’utilisation de 20 j.tg/ml de CHX pendant 10 minutes diminue de plus de 96% la
synthèse totale de protéines (ce qui inclus les connexines) (Musil et col., 2000). Selon
les résultats que nous avons obtenus en immunofluorescence, l’exposition de cellules
TtT/Gf à 20 cg/ml de CHX provoque une diminution du marquage de la NP-Cx43
dans la région pénnucléaire et ce, en présence ou non des cytokines pro-
inflammatoires. On observe par contre une accumulation de la NP-Cx43 à la
membrane plasmique en présence d’IL-1 3. De plus, l’utilisation de la CHX dans les
cellules contrôle entraîne une diminution de l’association de la P-Cx43 à la membrane
plasmique mais on observe une stabilisation de cette association dans les cellules
traitées aux cytoldnes IL-13 et TNfŒ. fi faut noter que dans ces cellules, les plaques
de Cx43 sur la membrane plasmique sont plus petites que dans les cellules traitées
avec les cytokines en absence de CI-IX. La diminution du marquage de la P-Cx43
dans la région pénnucléaire en présence de CFIX dans toutes les conditions indique
que la Clix n’empêche pas la l’intemalisation de la P-Cx43, sa transiocation et sa
dégradation par les lysosomes.
Les résultats que nous avons obtenus en immunobuvardage indiquent que dans
les fractions membranaires des cellules contrôle, la CFD( diminue de manière
significative l’expression de la NP-Cx43 et de la P-Cx43. Ceci continue nos résultats
en immunofluorescence, Par contre, la diminution de l’expression de la NP-Cx43 et
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C de la P-Cx43 causée par la CI-IX n’est pas observée en présence d’IL-lu ou de TNfa
dans les fractions membranaires. Dans les fractions cytosoliques, l’expression de la
NP-Cx43 et de la P-Cx43 n’est pas affectée de manière significative par la présence de
CHX mais on observe une diminution de l’expression de la NP-Cx43 en présence des
cytokines et une diminution de l’expression de la P-Cx43 en présence de TNFŒ. Ceci
encore une fois, confirme nos résultats en immunofluorescence. Par contre, la CFIX
ne diminue pas de façon significative l’expression de la P-Cx43 en présence d’IL-1J3.
La Cx43 est une protéine trwis-membranaire et les résultats du fractionnement
subcellulaire indiquent qu’il y a très peu de Cx43 dans la fraction cytosolique. La
séparation des cellules en fractions membranaires et cytosoliques représente donc en
fait des fractions enrichies en membranes et enrichies en cytosol. La présence de
Cx43 dans les fractions «riches en cytosol » pourrait être le résultat d’une population
de Cx43 retenue dans le RE ou dans l’appareil de Golgi. De plus, les fractions
membranaires sont en fait des fractions riches en membranes c’est-à-dire qu’en plus
de la membrane plasmique, une partie des membranes du RE, du Golgi et des
lysosomes se retrouvent dans les fractions membranaires. Puisque dans les fractions
«cytosoliques », on peut observer une diminution de l’expression de la NP-Cx43 dans
les cellules exposées aux cytoldnes en présence de CHX, il est possible que la CHX
bloque la synthèse de la NP-Cx43 induite par l’1L-1 ou le TNFŒ ce qui est confirmé
par les résultats en immunofluorescence. L’ augmentation de l’expression de la NP
Cx43 dans la région périnucléaire en présence de TNFŒ et d’ff-1 pourrait donc être
le résultat d’une augmentation de la synthèse de la Cx43 par ces cytokines. Par
contre, l’augmentation de la co-localisation entre la NP-Cx43 et les lysosomes en
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(J présence des cytokines semble indiquer qu’une grande partie de la Cx43 synthétisée se
retrouve rapidement dans les lysosomes.
L’augmentation de l’association de la P-Cx43 à la membrane plasmique en
présence des cytokines suggère que la présence des cytokines stabiliserait par
phosphorylation la Cx43 lorsque celle-ci se retrouve à la membrane plasmique. fi est
probable que l’IL-113 soit en mesure de favoriser la forme 2P par phosphoiylation de
la Cx43 et que cette double phosphorylation et/ou la formation de jonctions gap
fonctionnelles stabilise la Cx43 à la membrane plasmique. Des études ont prouvé que
la conversion de la forme 1P en forme 2? se produit seulement après le transport de la
Cx43 à la membrane plasmique et que la forme 2P est principalement concentrée dans
les plaques formées par les jonctions gap (Musil et col., 2000). 11 est possible que la
sérine 368 soit impliquée dans la stabilisation de la protéine à la membrane plasmique.
La majorité des phosphorylations de la Cx43 sur la sérine 368 se produit lorsque la
Cx43 se retrouve à la membrane plasmique. On retrouve également une petite
quantité de marquage de la P-Cx43 dans le cytosol mais sa distribution ne correspond
pas au marquage de l’appareil de Golgi. Par contre, en microscopie confocale, on
observe une légère co-localisation de la NP-Cx43 et de la P-Cx43 dans la région
périnucléaire. Ce marquage pourrait correspondre à une population de P-Cx43
associée aux lysosomes.
Nos résultats démontrent que l’utilisation de 20 jig/ml de CHX inhibe la
synthèse de la Cx43 dans les cellules TtT/GF en présence ou en absence des cylokines
pro-inflammatoires. L’augmentation du marquage membranaire de la NP-Cx43 de
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C cellules traitées à l’IL-113 en présence de CHX et la stabilisation du marquage de la 1-
Cx43 dans des cellules pré-incubées avec de la CI-IX et exposées à l’IL-l et an
TNFŒ pourraient être expliquées par trois phénomènes: 1) l’IL-1f3 et le TNFŒ
induiraient la synthèse de la Cx43, 2) l’IL-1 et le TNFa pourraient induire la
phosphorylation de la Cx43 sur un autre site que la sérine 368 pour permettre la
translocation de la protéine à la membrane (Cx43 1P). La localisation de la Cx43 à la
membrane pourrait ensuite favoriser la phosphoiylation de la Cx43 en sérine 36$
(Cx43 2P). 3) Les cytokines pro-inflammatoires pourraient accélérer le turnover de la
Cx43.
Q Le traitement des cellules TIT/Gf avec t’IL-1fi et te TNfa augmente
l’association de la JVP-Cv43 avec les tysosomes.
Nos études en microscopie confocale indiquent qu’il n’y a pas d’augmentation de
l’association de la NP-Cx43 avec le trans Golgi après 1 à 2 heures d’exposition aux
cytokines. Par contre, une augmentation de l’association de la NP-Cx43 avec les
lysosomes est observée pendant le traitement aux cytokines. L’augmentation de la co
localisation entre NP-Cx43 et lamp-l survient au moins 1 heure après le début de
l’exposition aux cytokines et se poursuit même après 24h d’exposition.
L’augmentation de la présence de la NP-Cx43 dès 1 heure d’exposition à l’IL-1f3 ou
au TNFŒ semble indiquer que les cytokines pourraient diminuer la demi-vie de la NP
Cx43 en entraînant sa dégradation par les lysosomes. Il est possible qu’après la
stimulation des cellules par les cytokines, la NP-Cx43 se dirige à la membrane
plasmique et soit rapidement intemalisée et dégradée par la voie des lysosomes. Ce
phénomène pourrait être une conséquence indirecte du processus inflammatoire. Les
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cellules FS sont reconnues pour êtres les seules cellules de l’hypophyse antérieure à
sécréter de 1’IL-6 (Renner et col., 1998). L’IL-lf3 et le TNFŒ induisent la sécrétion
d’IL-6 chez les cellules fS et l’IL-6 est reconnue pour stimuler la croissance des
cellules FS dans l’hypophyse antérieure (Renfler et col., 1998). Plusieurs études
démontrent que l’utilisation de facteurs de croissance ou d’ agents promoteurs de
tumeur produit une diminution de l’expression de la connexine durant la croissance
cellulaire (Maldonado et col., 198$, Lampe, 1994). La production d’IL-6 par les
cellules TtT/GF en réponse à une stimulation par les cytokines IL-1 f3 et TNfŒ
pourrait favoriser la dégradation de la Cx43 par la voie des lysosomes et sans doute
également des protéasomes. Une seconde hypothèse serait que la NP-Cx43
nouvellement synthétisée est instable et se dirige directement vers les lysosomes. Ce
phénomène a déjà été observé dans une lignée de cellules tumorales de sein incapables
de produire suffisamment de jonctions gap fonctionnelles (Qin et col., 2003). La
brefeldin A (BfA) est une drogue qui empêche le transport de la Cx43 du réticulum
endoplasmique vers le Golgi. Une accumulation de la forme non phosphorylée de la
Cx43 dans les lysosomes en présence et en absence de BfA a déjà été observée dans
ces cellules.
D) La Cx43 est dégradéepar la voie des lysosomes dans les cellules TIT/Gf.
La leupeptine est un inhibiteur de protéases lysosomiales et donc de la dégradation des
protéines par les lysosomes. L’utilisation de lOOj.tg/ml de leupeptine inhibe la
dégradation lysosomiale des protéines (Musil et col., 2000). Nos résultats démontrent
qu’en présence ou en absence de cytokine, la leupeptine n’affecte pas le marquage de
la NP-Cx43 dans la région pénnucléaire. Cette région semble correspondre aux
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lysosomes (lamp-l). II se peut que les protéases lysosomiales en présence de
leupeptine ne soient pas capables de dégrader la NP-Cx43. Par contre, la leupeptine
augmente le marquage de la NP-Cx43 à la membrane plasmique en présence d’IL-113
et de TNFa. On remarque également une accumulation de la P-Cx43 à la membrane
plasmique dans les cellules traitées à la leupeptine et ceci en présence ou en absence
des cytokines. Ces résultats indiquent une implication majeure des lysosomes dans la
dégradation de la Cx43 par les cellules TtT/Gf. fl semble qu’une partie de la NP
Cx43 destinée à être dégradée par les lysosomes peut maintenant se diriger et
demeurer à la membrane plasmique en présence des cytokines. La présence de
cytokines pourrait produire une phosphorylation à un site autre que la sérine 36$ sur la
Cx43 qui pourrait alors être transloquée à la membrane plasmique. Cette Cx43
phosphorylée (Pi) est peut-être instable et est normalement destinée à être dégradée
par les lysosomes. L’augmentation de la P-Cx43 associée à la membrane plasmique
en présence de leupeptine indique qu’une partie de la P-Cx43 est dégradée par les
lysosomes. Ces résultats prouvent que la leupeptine empêche la dégradation de la
Cx43 en absence et en présence des cytokines.
E) Implication des protéasomes dans la dégradation de la Cx43 dans tes cellules
Tff/GF.
La dégradation de la Cx43 peut également s’effectuer par la voie des protéasomes
(Qui et col., 2003). Pour savoir si les cytokines pro-inflammatoires avaient un impact
sur la dégradation de la Cx43 par les protéasomes, nous avons incubé les cellules en
présence de 15 j.iM de lactacystine, un inhibiteur de protéasome. Les résultats
démontrent qu’en présence de lactacystine on observe une accumulation de la NP
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Cx43 à la membrane plasmique en absence de cytokine. Ces résultats indiquent que la
NP-Cx43 à la membrane plasmique est normalement une cible des protéasomes. La
lactacystine n’a aucune incidence sur l’expression de la NP-Cx43 en présence d’IL-1g
ou de TNFŒ. Il est possible que l’augmentation de la NP-Cx43 induite par les
cytokines ne soit pas dégradée par cette voie. La population de NP-Cx43 qui a atteint
la membrane en présence des cytokines JE-1 3 et TNFŒ pouffait aussi avoir été
phosphorylée en sérine 36$ ce qui expliquerait l’absence d’accumulation à la
membrane plasmique de la NP-Cx43 en présence de lactacystine.
L’exposition des cellules à la lactacystine en présence ou en absence de
cytokines augmente l’accumulation de la P-Cx43 à la membrane plasmique plus
particulièrement aux contacts cellulaires. Cette accumulation est cependant moins
perceptible chez les cellules incubées en présence d’IL-113 possiblement parce qu’une
grande quantité de P-Cx43 se trouvait déjà sur la membrane. Ces résultats démontrent
l’implication des protéasomes dans la dégradation de la P-Cx43 dans les cellules
TtT/Gf. Dans le cas des cellules incubées en présence d’IL-113 et de TNFa, il est
probable qu’en présence de lactacystine, une partie de l’accumulation de la P-Cx43
soit en corrélation avec l’absence de la NP-Cx43 à la membrane plasmique retrouvée
dans les cellules contrôle.
Le protéasome est un complexe généralement impliqué dans la dégradation de
protéines mal repliées nouvellement synthétisées dans le réticulum endoplasmique.
La dégradation par les protéasomes commence d’abord par l’ubiquitination de la
protéine cible. La poly-ubiquitination est essentielle pour la reconnaissance de la
12$
( protéine cible par le protéasome 26S. II existe cependant une autre forme
d’ubiquitination qui elle, est impliquée dans des processus indépendants des
protéasomes la mono-ubiquitination (Hicke et Dunn, 2003). Une caractéristique de
la mono-ubiquitination est qu’elle sert de signal pour l’intemalisation de protéines
membranaires. La phosphorylation de résidus sérines est reconnue pour réguler
l’ubiquitination de résidus iysines de protéines cytosoliques et membrannaires (Leithe
et Revedal, 2004). La plupart des protéines ubiquitinées à la membrane plasmique
sont par la suite la cible de la dégradation par les lysosomes. Une étude a prouvé que
dans des cellules épithéliales de rat, l’induction de l’hyperphosphorylation de la Cx43
par du 1 2-O-tétradécanoylphorbol- 1 3-acetate (TPA) entraîne une succession de mono
ubiquitinations de la Cx43 suivie de l’intemalisation et de la dégradation de la
protéine (Leithe et Revedal, 2004). Ce processus est sous la régulation de la PKC et
de la MAPK et l’intemalisation de la Cx43 est partiellement empêchée par la
leupeptine et par des inhibiteurs de protéasomes. La Cx43 ubiquitinée prendrait alors
la direction des lysosomes pour y être dégradée. Il existe également un mécanisme de
poly-ubiquitination permettant aux protéines emmagasinées dans le trans Golgi de
prendre la route directement vers les lysosomes (Hicke et Dunn, 2003).
Le mécanisme d’interférence des inhibiteurs de protéasomes pour la
dégradation de la Cx43 n’est pas encore élucidé. Il est possible que les inhibiteurs de
protéasomes empêchent l’ubiquitination de la Cx43 et donc son intemalisation et sa
dégradation. Cette hypothèse pourrait expliquer pourquoi la leupetine et la
lactacystine sont toutes deux capables de prolonger la demie-vie de la Cx43. Elle
129
C pourrait également expliquer l’accumulation de NP-Cx43 induite par l’IL-1f3 et le
TNFŒ dans les lysosomes en ayant passé ou non par la membrane plasmique.
4.3. L’IL-1f3 ET LE TNFa AUGMENTENT LA COMMUNICATION INTERCELLULAWE
ENTRE LES CELLULES TTT/GF.
La communication intercellulaire varie selon les conditions physiologiques. Nos
résultats démontrent une augmentation de la communication intercellulaire des
cellules TtT/GF après 2 heures d’exposition à l’IL-l 3 ou au TNFŒ. Il est reconnu que
les cytokines ont la capacité de moduler le système endocrinien et que la production
d’hormones par le système neuroendocnrnen est capable de moduler la réponse
immunitaire (Tumbull et Rivier, 1999). La régulation de l’inflammation et de
l’immunité nécessite un réseau de communication entre les cellules et la présence de
cytokines (Heemskerk et col., 1999). L’augmentation de la communication
intercellulaire entre les cellules fS pendant l’inflammation pourrait donc jouer un rôle
dans le contrôle de la sécrétion dans l’hypophyse antérieure.
L’injection de TNFa dans l’hypophyse antérieure d’ovin déclenche la
production d’ARNm de l’hormone GH (Nash et col., 1992). L’injection d’IL-1f3 ou
d’IL-6 dans l’éminence médiane de rats provoque la sécrétion d’ACTH (Matta et col.,
1992). Dans l’hypophyse antérieure, l’IL-6 provoque la stimulation de la sécrétion de
plusieurs hormones incluant la LH, 1’ACTH, la PRL et la GH in vitro et in vivo
(Gorospe et Spangelo, 1993). Aussi, la PRL, 1’ACTH et la GH sont des hormones
reconnues pour être en mesure de moduler l’activité immunologique (Spangelo et
Gorospe, 1995). 11 est possible que l’1L-1f3 ou le TNFŒ augmentent la communication
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entre les cellules fS et synchronisent dans l’hypophyse antérieure la production de
facteurs modulateurs de la sécrétion hormonale incluant l’IL-6. La synthèse et la
sécrétion d’IL-6 ou d’autres facteurs par le réseau de cellules fS pourraient alors
synchroniser la sécrétion d’hormones de l’hypophyse antérieure. Ce mécanisme
permettrait au système endocrinien de s’ adapter en augmentant la production de
facteurs anti-inflammatoires comme les glucocorticoïdes et ainsi serait en mesure de
moduler la réponse inflammatoire. L’utilité d’un système de communication
intercellulaire dans l’hypophyse antérieure serait d’établir un mécanisme rapide de
transmission d’information dans un organe déficient en innervation directe.
4.4. L’EXPRESSION DE LA Cx43 DANS L’HYPOPHYSE ANTÉRIEURE VARIE AU LONG
DU CYCLE ANNUEL REPRODUCTIF DU VISON.
Le cycle annuel reproductif du vison est caractérisé par de nombreuses variations
hormonales dans l’axe hypothalamo-hypophysaire. Notre laboratoire a démontré que
la sécrétion de PRL variait selon les saisons et les périodes de lactation chez le vison
femelle (Vitale et col., 2001). De plus, chez le vison mâle, on observe des variations
dans le taux de testostérone et la sécrétion de GnRH durant le cycle annuel reproductif
(Caillol et col., 1995). Nos résultats démontrent que l’expression de la NP-Cx43 et de
la P-Cx43 dans l’hypophyse des visons adultes mâles est faible au mois de février et
augmente de mai à août. Ces résultats démontrent une modulation de la Cx43 induite
par des variations hormonales durant le cycle annuel reproductif du vison. Il est donc
possible que des hormones provenant de l’axe hypothalamo-hypophysaire et des
cytokines provenant du système immunitaire soient en mesure de moduler
l’expression et la localisation de la Cx43 dans l’hypophyse antérieure. La régulation
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de la communication entre les cellules FS de l’hypophyse antérieure serait un donc
mécanisme potentiel pour assurer la coordination de la sécrétion à l’intérieur de
l’hypophyse antérieure.
4.5. CONCLUSION
Pour conclure, il semble que des variations hormonales ou l’intervention du système
immunitaire comme dans le cas d’une inflammation soient en mesure de modifier
l’expression et la localisation de la Cx43 entre les cellules FS. Les cytokines pro-
inflammatoires IL-1 et TNfŒ augmentent la synthèse de la Cx43. Malgré qu’une
grande quantité de NP-Cx43 se retrouve rapidement dans les lysosomes, il semble
quune partie de la Cx43 puisse atteindre la membrane plasmique et former des
jonctions gap fonctionnelles. Ces changements permettent une augmentation de la
communication entre les cellules f S. Dans un même temps, l’1L-1f3 et le TNfŒ
augmentent la proportion de Cx43 phosphorylée à la membrane plasmique et
contribuent ainsi à la formation de jonctions gap. Toutefois, la phosphorylation de la
Cx43 pourrait aussi contribuer à son intemalisation et à sa dégradation par la voie des
lysosomes. La forte co-localisation entre la forme non-phophorylée de la Cx43 et les
lysosomes en présence des cytokines pro-inflammatoires semble également indiquer
qu’en cas d’inflammation, une grande proportion de la Cx43 non phosphorylée passe
directement des vésicules de sécrétions aux lysosomes sans se diriger vers la
membrane plasmique. Une observation semblable a été remarquée chez des cellules
incapables d’établir de communication intercellulaire (Quin et col., 2003). Nos
résultats indiquent que la majorité de la Cx43 synthétisée après exposition aux
cytokines IL-1f3 et TNfa est rapidement dégradée par les lysosomes. Donc, les
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cytokines pro-inflammatoires augmentent la communication intercellulaire entre les
cellules TtT/GF tout en diminuant la demie-vie de la Cx43. La dégradation de la
Cx43 se ferait majoritairement par les lysosomes et par la voie des protéasomes dans
les cellules TtT/GF.
De plus, les résultats de notre étude indiquent que la phosphorylation de la
sérine 368 n’est pas nécessaire au transport de la Cx43 à la membrane plasmique. Il
est possible que les cytokines pro-inflammatoires puissent phosphoryler la Cx43 sur
un autre résidu que la sérine 36$ et ainsi jouer un rôle dans la translocation de la
protéine vers la membrane plasmique et favoriser la formation de la jonction entre
deux cellules. Le rôle de la phosphorylanon de la sérine 36$ s’opère surtout au niveau
de la conductance de l’hémicannal ou de la jonction communicante. La partie C-
terminale de la Cx43 contient au moins 21 sérines et au moins 5 protéines kinases sont
reconnues pour phosphoryler cette région de la protéine. Il serait intéressant de
déterminer les autres sites de phosphoiylation de la Cx43 et les kinases impliquées
dans la phosphorylation de la protéine à la membrane et le rôle de ses
phosphorylations lors de la réponse inflammatoire.
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